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Die exakte quantitative Bestimmung von Pentosen in Gegenwart 
von vergleichsweise groBen Mengen an Hexosen ist immer noch eine 
schwierige analytische Aufgabe. Die bisher in der Literatur beschriebenen 
Verfahren sind alle mehr oder weniger problematisch, abgesehen von den 
allerdings aufwendigen chromatographischen Methoden. Stoffwechsel- 
versuche mit D-Ribose! haben uns veranlaBt, die analytischen Méglich- 
keiten zur quantitativen Differenzierung von Gemischen aus D-Ribose 
und Hexosen erneut zu untersuchen und fiihrten schlieBlich zur Aus- 
arbeitung einer Methode, mit der befriedigende Ergebnisse erhalten wer- 
den konnten. 


Zwar steht zur Bestimmung von Pentosen allein eine Reihe zuver- 
lassiger Methoden zur Verfiigung, jedoch ist ihre Brauchbarkeit dadurch 
eingeschrankt, da das Untersuchungsmaterial nicht noch gleichzeitig 
groBere Mengen an Hexosen enthalten darf. Dies gilt sowohl fiir die Orcin- 
reaktion von Bia]? und deren zahlreichen Modifikationen?, wie auch fiir 
die von Dische*, Albaum und Umbreit*, Tracey®, Masamune und 
Ogawa’, Gary und Klausmeyer’, sowie von Roe und Rice?® beschrie- 
benen Verfahren. 



















* Stipendiatin des Deutschen Akademischen Austauschdienstes. Jetzige An- 
schrift: Chulalongkorn Hospital, Bangkok, Thailand. 

1 N. Sanpitak, Dissertat. Heidelberg, 1960. 

2 M. Bial, Dtsch. med. Wschr. 28, 253 [1902]; 29, 477 [1903]. 

3 W. Mejbaum, diese Z. 258, 117 [1939]; G. Ceriotti, J. biol. Chemistry 
214, 59 [1955]; G. L. Miller, R. H. Golder u. E. E. Miller, Analytic. Chem. 28, 
903 [1951]. 

4 Z. Dische, Mikrochemie 181, 4 [1930]; J. biol. Chemistry 181, 379 [1949]; 
Z. Dische u. K. Schwarz, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 2, 13 [1937]. 

5 H. E. Albaum u. W. W. Umbreit, J. biol. Chemistry 211, 369 [1947]. 

6 M. V. Tracey, Biochem. J. 47, 433 [1950]. 

7 H. Masamune u. K. Ogawa, Tohoku J. exp. Med. 60, 23, 33 [1954]. 

8 N. D. Gary u. R. E. Klausmeyer, Analytic. Chem. 26, 1958 [1954]. 

9 J. H. Roe u. E. W. Rice, J. biol. Chemistry 178, 507 [1948]. 
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Diese Schwierigkeit versuchten Brown! und Drury" dadurch zu 
umgehen, daB sie die bei der Orcinreaktion entstehende Farbe bei zwei 
verschiedenen Wellenlangen gemessen haben: Man findet z. B. fiir Xylose 
ein Absorptionsmaximum bei 665 my und ein Minimum bei 500 mu, wah- 
rend sich die Glucose umgekehrt verhalt. Allerdings wird diese Methode 
dann unbrauchbar, wenn sich in der Untersuchungslésung noch ein drit- 
ter Zucker befindet. 

Angesichts dieser Problematik war es naheliegend, die Glucose als 
hauptsachlich stérende Substanz vor der Bestimmung der Pentose zu 
eliminieren. Eine Méglichkeit ist z. B. die schon vor langerer Zeit vorge- 


schlagene Vergarung durch Hefe!*. Die Ubertragung dieser Methode in_ 


einen MikromaBstab erscheint aber schwierig, freilich ergaibe sich der 
Vorteil, daB durch untergarige Frischhefe auch Galactose und Mannose 
beseitigt werden k6énnten. 

Aussichtsreicher schien uns, die Glucose enzymatisch durch Glucose- 
oxydase (GOD) zu eliminieren. Dieses Enzym katalysiert die Ubertragung 
von Wasserstoff der Glucose auf Sauerstoff, wobei aus der Glucose zu- 
nachst Gluconolacton und dann Gluconsaure entsteht!*: 


Glucose + GOD ————-— Gluconolacton + GOD-H, 
Gluconolacton + H,O —— Gluconsaure 
GOD-H,+ 0, —————— GOD + H,0, 


Zur Bestimmung von D-Ribose benutzten wir die Orcinreaktion in 
einer von Dische4 angegebenen Modifikation, die sich von den friiheren 
Arbeitsweisen durch eine héhere HCl-Konzentration unterscheidet. So 
wird einmal erreicht, daB die Farbentwicklung schon nach 20 Min. abge- 
schlossen ist, wahrend andererseits die Bildung von Hydroxymethyl- 
furfurol aus Hexosen und die Decarboxylierung von Uronsauren (die 
bekanntlich nach Decarboxylierung Pentosen und damit auch Furfurol 
liefern) in dieser relativ kurzen Zeitspanne nur zu einem kleineren Teil 
erfolgt ist. Dariiber hinaus weist die Orcinreaktion den Vorteil auf, daB 
die gleichzeitige Anwesenheit von D-Fructose — in gewissen Grenzen — 
nicht stort (s. u.). 

Methodik 


Enzymatische Beseitigung der Glucose: 0,5 mi der zu untersuchenden 
Lésung, die zwischen 5 und 30 ug Pentose enthalten soll, werden mit 0,9 ml 0,25m 
Phosphatpuffer, pH5,6, 0,1 m/ einer taglich frisch zu bereitenden Lésung von 
Glucoseoxydase (0,1%,) und mit 0,2 ml 20proz. Athanol versetzt und bei 37° inku- 
biert. Die optimale Zeitdauer der Inkubation wird durch die vorliegende Gluccse- 
konzentration bestimmt. Eine Inkubationsdauer von 3 Stdn. reicht bei der ange- 
gebenen Glucoseoxydase-Konzentration mit Sicherheit aus, um 500 bis mindestens 
700 ug Glucose zu oxydieren. Bei geringeren Glucosemengen ist eine kiirzere Inku- 


10 A. H. Brown, Arch. Biochemistry 11, 269 [1946]. 

1H. F. Drury, Arch. Biochemistry 19, 455 [1948]. 

22 R. Meissner, Biochem. Z. 817, 17 [1944]. 

183 R. Bentley u. A. Neuberger, Biochem. J. 45, 584 [1949]. 
14 Z. Dische, J. biol. Chemistry 204, 983 [1953]. 
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bation méglich. Wegen der Gefahr der bakteriellen Verunreinigung arbeitet man 
am besten mit verschlossenen ReaktionsgefaéBen, die vor der Inkubation mit Sauer- 
stoff zur Verdrangung der Luft gefiillt werden. 

Bestimmung der p-Ribose: Zu dem inkubierten Ansatz (falls dieser 
EiweiB enthalt, muB er mit Perchlorséure enteiweiBt werden) gibt man 1,5 ml eines 
Gemisches aus 100 ml konz. Salzsaiure (d = 1,19) und 0,5 ml einer 10proz. Eisen(ITT)- 
chloridlésung (Haltbarkeit etwa eine Woche) und 0,2 mi einer taglich frisch herzu- 
stellenden 6proz. Lésung von Orcin (5-Methyl-resorcin ; Merck; mindestens zweimal 
aus Benzol umkristallisiert) in 95proz. Athanol. 

Zur Farbentwicklung 148t man den Ansatz in durch Glasstopfen verschlosse- 
nen Reagensglasern fiir 20 Min. in einem lebhaft siedenden Wasserbad stehen. An- 
schlieBend kiihlt man mit Leitungswasser ab und miBt am Photometer ELKO III 
von Zei8 mit Filter J 66,3 bei einer Schichtdicke von 0,5 cm gegen einen Blindwert, 
der statt der zu untersuchenden Lésung 0,5 ml Wasser enthielt und sonst genau wie 
die Testlésung behandelt worden war (einschlieBlich Inkubation mit Glucose- 
oxydase). Zur Aufnahme der Absorptionskurven benutzten wir das selbstregistrie- 
rende Spektralphotometer von ZeiB. 

Die mittels dieser Methode gewonnene Eichkurve (Abb. 1) wurde mit reiner 
p-Ribose aufgestellt*. Sie verlauft bis iiber 25 ug D-Ribose hinaus streng linear und 
erfiillt damit das Lambert-Beersche Gesetz. D-Ribose-5-phosphat ergibt mit der 
gleichen Methode eine etwas starkere Farbentwicklung, so da8 hierfiir eine beson- 
dere Eichkurve erforderlich ist, die aber auch in dem gleichen Bereich streng linear 
verlauft. 
































5 0 5 20 25 


aa 


Abb. 1. Abszisse: ug D-Ribose (OC) bzw. ug D-Ribose-5-phosphat (@) pro Ansatz. 
Schichtdicke 0,5 cm. 


i Ergebnisse und Diskussion 

1. Untersucht wurde zunachst der EinfluB von verschiedenen 
Glucosekonzentrationen auf die Orcinreaktion einer gegebenen 
Menge D-Ribose. Wie aus Abb. 2 hervorgeht, beeinfluBt der Glucose- 
zusatz durch Bildung von Hydroxymethylfurfurol die Farbentwicklung 
in der Weise, daB die Extinktion erheblich vergréBert wird. Nach der 
Inkubation solcher Ansaétze mit Glucoseoxydase war dieser stérende Ein- 
fluB beseitigt. Einen Vergleich der Extinktionen steigender Mengen reiner 


* Wir danken auch an dieser Stelle der Firma C. F. Boehringer & Sohne, 
Mannhein, fiir die groBziigige Uberlassung folgender Substanzen: Besonders hoch- 
gereinigte Glucoseoxydase, D-Ribose, D-Ribose-5-phosphat und Gluconsaure. 


1* 
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10° + [em] —— D-Ribose mit gleichen Ansitzen. § ¢, oh 
26 6 6 D0 2 4 die aber zusiatzlich die zehnfache. § py¢; 
| zwanzigfache oder dreiBigfache Kon- § > R 
zentration an D-Glucose enthielten § (4p) 
und mit Glucoseoxydase inkubiert 9 .py; 
waren, zeigt Tab. 1. Wie ersichtlich. § ;,, 
stimmen die Mittelwerte der Extink- § }j< ; 
tionen gut miteinander tiberein. wait 


aN Abb. 2. Spektrum des mit Orcin ge- § Abb. 


bildeten Farbstoffs aus 20 ug D-Ribose 9 deter 
unter Zusatz von 300 ug Glucose mit (a) § wech 
und ohne (b) Behandlung mit Glucose- an di 
oxydase. Wirksame Schichtdicke: 1 cm. p-Fr 
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Tab. 1. Extinktion von p-Ribose-Lésungen verschiedener Konzentrationen ohne 
bzw. mit Zusatz der 10-, 20- bzw. 30fachen Menge an p-Glucose. 



































Orci 
bein 
pg D- i ' ) 
i ohne 10 20 30 Mittel 25 
5 0,085 ' 0,087 0,086 0,086 Best 
0,087 0,081 0,087 0,088 
0,085 0,086 0,085 0,084 
Mittel: 0,086 0,085 0,086 0,086 0,086 
10 0,176 0,179 0,175 0,170 
0,176 0,169 0,171 0,174 
0,175 0,175 0,177 0,172 
Mittel: 0,176 0,174 0,174 0,172 0,174 Tun 
Inst 
15 0,274 0,277 0,265 0,270 ~— 
0,265 0,275 0,270 0,268 cow 
| 6,261 0,275 0,275 0,274 5 
Mittel 6,2 0,27 0,270 0,271 0,271 eit 
Mittel: ,267 276 j 2d | Ba | der 
| 20 0,362 0,351 0,361 0,348 tose 
0,360 0,358 0,351 0,355 von 
| 0,355 0,362 0,360 0,350 siitz 
| Mittel: 0,359 0,357 0,357 0,351 0,356 
ibe 
25 0,450 0,455 0,441 0,441 saad 
0,455 0,442 0,440 0,445 
} 0,445 0,450 0,436 0,442 
| Mittel: 0,450 0,449 0,439 0,443 0,445 [193 
2. Es wurde weiter auch der EinfluB von D- Fructose auf die Orcin- 280 


reaktion der D-Ribose untersucht. Es ergab sich dabei, daB auch ein drei- [195 
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facher UberschuB an D-Fructose die 103% [em 
Extinktion einer gegebenen Menge 2 19% 6 16 17 (18 
D-Ribose nicht mefbar _beeinfluBt Of rr or 





| 
(Abb. 3). Dies scheint uns deswegen | 
erwahnenswert, weil von Wallenfels!5 | Bp /\ 


a 





im menschlichen Blut immerhin 0,5 
bis 5,0 mg-% D-Fructose nachgewiesen 
wurden. 











Abb. 3. Spektrum des mit Orcin gebil- 

deten Farbstoffs aus 10 ug D-Ribose und 

wechselnden Mengen p-Fructose. Die Zahlen 

an den Kurven geben die eingesetzte Menge 

p-Fructose in wg an. Wirksame Schichtdicke: 
lem. 




















3. Es hat sich gezeigt, daB bei Anwesenheit von Sedoheptulose die 
Orcinreaktion insofern gestért wird, als die Extinktion mit Sedoheptulose 
beim Absorptionsmaximum der D-Ribose (670 my) immerhin noch rund 
25% derjenigen ihres eigenen Maximums bei 564 my betragt. 

Hohe Konzentrationen an Glucons dure (z. B. 200 mg-%) stéren die 
Bestimmung der D-Ribose mit der Orcinreaktion nicht. 


Anwendung der Methode bei Versuchen 
iiber den in-vitro-Abbau von D-Ribose und D-Ribose- 
5-phosphat durch Tumorzellen 


Mit der oben beschriebenen Methode wurde zuniachst geprift, ob 
Tumorgewebe in vitro zugesetzte D-Ribose abbauen kann. An unserem 
Institut hat Nothdurft?* diese Frage in friiheren Untersuchungen be- 
reits verneint. Nothdurft inkubierte normale Organe und auch Tumor- 
gewebe in vitro mit 200 mg-% D-Xylose. In Versuchszeiten bis zu 24 Stdn. 
war weder unter aeroben noch unter anaeroben Bedingungen ein Abbau 
der genannten Pentose festzustellen. Die Fahigkeit, die zugesetzte Pen- 
tose zu verwerten, sprach Nothdurft deswegen auch Tumorzellen (Brei 
von Ehrlich-Carcinom der Maus) ab. Bei bakterieller Infektion der An- 
sitze fand er allerdings eine sehr rasch fortschreitende Xylose-Abnahme. 

Im Gegensatz dazu berichteten Menkés und Mitarbeiter!? mehrfach 
liber eine sogenannte ,,Pentolyse“‘. Diese Fahigkeit wurde dem Blutserum 


15 K, Wallenfels, Arztl. Forsch. 5, 430 [1951]. 

16 H. Nothdurft, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 238, 567 
[1937]. 

17 G. Menkés, Med. et Hyg. 158, 369 [1949]; Bull. Acad Suisse Sci. Medicales 5, 
280 [1949]; C. R. Séances Soc. Physique Hist. natur. Genéve 2, 337, 386 [1949]; 
G. Menkés, A. Bopp u. P. Scribante, Acta Unio intern. contra Cancrum 7, 573 
[1951]; G. Menkés, P. Rentchnick u. 8. Steen, ebenda 7, 578 [1951]. 
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menschlicher Tumortrager zugeschrieben. Die Art der Pentose sollte da- 
bei weitgehend gleichgiiltig sein. Jedenfalls nannte Menkés Xylose und 
Arabinose neben D-Ribose, die er hauptsichlich verwendete. Die dies- 
beziiglichen Arbeiten unterstellten einerseits ausdriicklich, das pentolyti- 
sche Prinzip des menschlichen Serums stamme aus Tumorzellen, anderer- 
seits war auch — mit wenig Einzelheiten — direkt bemerkt, D-Ribose 
verschwinde bei in-vitro-Inkubation mit tierischen Tumorzellen. Dieser 
Pentoseabbau miiBte demnach Nothdurft entgangen sein, wenn die An- 
gaben von Menkés und Mitarbeitern zutrafen. 

Von Schréder!® war nach der Publikation von Menkés D-Ribose 
in der gleichen Versuchsanordnung untersucht worden, die auch Noth- 
durft benutzt hatte. Von allen untersuchten Tumorgeweben wurde D- 
Ribose in vitro nicht abgebaut, sofern eine bakterielle Infektion ausge- 
schlossen war. Schréder sowie Nothdurft fiihrten keine direkten 
Pentosebestimmungen durch, sondern verfolgten das nach Hagedorn- 
Jensen gemessene Reduktionsvermégen. Deshalb blieb eine Nachpriifung 
mittels einer direkten, von der gleichzeitigen Gegenwart von Glucose 
nicht beeinfluBten Pentose-Bestimmung wiinschenswert. Wir haben die 
oben beschriebene Methode benutzt und im Gegensatz zu Menkés, aber 
in Ubereinstimmung mit Nothdurft und mit Schréder keine ,,Pento- 
lyse“ gefunden. 

Inzwischen ist Ribose-5-phosphat leicht zuganglich und als Zwischen- 
stufe eines Abbauweges der Glucose erkannt worden (sog. Pentosephos- 
phat-Cyclus). Wir priiften deshalb auch die Verwertung dieser Substanz 
im Vergleich zum Abbau von D-Ribose selbst und zwar mit und ohne 
gleichzeitigen Zusatz von D-Glucose. 


Als Beispiel fiir normales Gewebe inkubierten wir Rattenzwerchfell 
unter sterilen Bedingungen, als Tumoren verwendeten wir Ehrlich-Asci- 
tes-Tumor der Maus und Yoshida-Ascites-Tumor der Ratte. Wir ver- 
fiigen allerdings nur fiir den Mausetumor iiber endgiiltig steril gebliebene 
Ansatze*. 


Methodik: Der Ascitestumor wurde unter sterilen Bedingungen entnommen 
und gleiche Volumina auf die InkubationsgefiBe verteilt. Als solche dienten Re- 
agenzglaser mit Schliffverschlu8B. Der Zusatz der Zucker erfolgte aus einer 5- bis 
10proz. Stammlésung. Die tatsichliche Konzentration der zugesetzten Substanzen 
bei Inkubationsbeginn wurde als Ausgangswert des Ansatzes bestimmt. Eine Be- 
stimmung der Zellzahl im Ascites unterblieb. Die Inkubation erfolgte bei 37° unter 
Luft. Sie wurde dadurch beendet, daB nach 1 bis 4 Stdn. je Ansatz 0,1 mi entnom- 
men und mit 0,4 ml Wasser sowie 0,5 ml 6proz. Perchlorsaure versetzt wurde. Nach 
Abzentrifugieren des Prazipitates wurden 0,5 m/ des Uberstandes mit 2 ml Wasser 
verdiinnt, um in einen MeBbereich zu kommen, der die Anwendung der oben be- 
schriebenen Pentose-Bestimmung gestattete. Grundsitzlich wurde jede Bestim- 
mung mindestens doppelt ausgefiihrt. 


* Die bakteriologischen Untersuchungen verdanken wir der freundlichen Be- 
reitschaft von Herrn Prof. Dr. Bingel, Hygiene-Institut der Universitat Heidel- 
berg. 


18 G. Schréder, Dissertat. Heidelberg 1954. 











Mai 


ch 





Bd. 326 (1961) Bestimmung von D-Ribose 7 


Die Befunde (Tab. 2) zeigen, daB sich die Konzentration der dem 
Inkubationsmedium zugesetzten D-Ribose nicht andert, wenn man intak- 
tes Rattenzwerchfell (als normales Gewebe) bzw. intakte Ascites-Tumor- 
zellen (als Beispiel fiir malignes Gewebe) verwendet. Tab. 2 gibt nur Bei- 
spiele aus einer gréBeren Anzahl von Versuchen, die grundsatzlich zum 
selben Ergebnis fiihrten, und auf deren tabellarische Wiedergabe wir des- 
wegen verzichten. In der gleichen Versuchsanordnung konnte die in der 
Literatur!® bekannte Verwertung von Ribose-5-phosphat mit unserer 
Methodik gesichert werden. Einen qualitativen Unterschied zwischen 
normalem und malignem Gewebe konnten wir nicht finden. Erwahnens- 
wert scheint uns, daB die Verwertung von Ribose-5-phosphat quantitativ 
unabhangig davon ist, ob das Inkubationsmedium noch zusatzlich Glu- 
cose enthalt oder nicht. 


Tab. 2. Inkubation von Ribose bzw. Ribose-5-phosphat (R-5-P) mit normalem 
(intaktes Zwerchfell) bzw. malignem Gewebe (Mause- Ascites). 

















mg-°%, Substrat nach Abnahmed 
Gewebe Substrat ‘ 3 pores 
0 Stdn. 4 Stdn. Substrats (%) 
370 371 
Ribose 364 370 
Intaktes 375 366 
Zwerchfell : = ‘ ‘ 
+ 5a ie: Mittel 370 369 0,3 
— 222 137 
R-5-P 225 126 
222 137 
Mittel 223 133 40,4 
235 248 
Ribose 241 248 
Mause- Ascites 230 233 
237 223 
Mittel 236 238 0 
236 138 
R-5-P 236 129 
236 131 
232 115 
Mittel 235 128 45,5 














Fraulein Helga Linden sind wir fiir ihre sorgfaltige Mitarbeit zu Dank verpflichtet. 
Zusammenfassung 


Es wird iiber eine Methode berichtet, die es gestattet, Pentosen in 
Gegenwart von iiberschiissiger Glucose und Fructose quantitativ zu be- 


19 —. E. Guzman Barron, M. Villavicencio u. D. W. King jr., Arch. Bio- 
chem. Biophysics 58, 500 [1955]. 
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stimmen. Die hauptsichlich stérende Glucose wird mittels Glucose- 
oxydase zu Gluconsaure oxydiert. Letztere stért die zur Pentosebestim- 
mung verwendete Orcinreaktion nicht. 

Die Brauchbarkeit dieser Methode wird am Beispiel von Pentose- 
Stoffwechseluntersuchungen an normalem und malignem Gewebe de- 
monstriert: Weder durch Rattenzwerchfell noch Ascites-Tumorzellen 
erfolgt eine meBbare Verwertung von zugesetzter D-Ribose. Dagegen 
konnte die Verwertung von D-Ribose-5-phosphat durch diese Gewebe 
sicher festgestellt werden. 


Summary : 

A method is reported for the quantitative determination of pentoses 

in the presence of excess glucose and fructose. Glucose, which interfers 

most, is oxidised to gluconic acid with glucose oxidase. Gluconic acid does 

not interfer in the orcinol reaction used for the pentose determination. 

The application of this method is demonstrated in the investigation 

of pentose metabolism in normal and malignant tissues: There was no 

detectable utilization of added D-ribose by rat diaphragm or ascites tu- 

mour cells, but the utilization of D-ribose-5-phosphate by these tissues 
was plainly shown. 


Dr. med. Werner Nagel, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Heidelberg, AkademiestraBe 5, Postfach 1326. 
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Uber den Abbau von Atropin durch Corynebacterium 
belladonnae, I1' 


Von 





H. Niemer und Herbert Bucherer 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Februar 1961) 


Wir hatten in einer ersten Arbeit! beschrieben, daB Atropin durch 
| Corynebacterium belladonnae esteratisch in Tropin und Tropasaure zerlegt 
‘wird und daB letztere unter der Einwirkung spezifischer Enzyme zu 
Phenylessigsiure abgebaut wird. Auch Hyoscyamin und Scopolamin 
| werden verwertet, von denen allerdings nur der Baustein Tropasaure fiir 
| die Zelleistung herangezogen werden kann, wahrend Scopin und Nortro- 
pin im Gegensatz zum Tropin nicht angegriffen werden. 
Corynebacterium belladonnae scheint also, was den Basenanteil be- 
trifft, spezifisch auf Tropin eingestellt zu sein, als dessen weitere Abbau- 


| produkte nunmehr Tropinon und Tropinsaéure und — nach Aufsprengung 





/des Pyrrolidinringes — Methylamin erfaB8t werden kennten, welches 
offenbar den N-Bedarf der Bakterien decken kann. 
CH,-CO,H 
a. oe \ es es, 
N-cH, )-OH —-> | N.cH, \=0 — N-CH, 
er Aine rae / a al 
\co,H 
Tropin Tropinon Tropinsaure 


-» CH,—NH, + [HO,C—CO—CH,—CH,—CO—CH,—CO,H] 


Methylamin «.6-Diketo-pimelinsaiure 


Neben Methylamin ware beim Abbau von Tropinsaure «.6-Diketo-pimelin- 
siure zu erwarten. Diese kénnte ihrerseits in aktivierter Form nach Art der Acet- 
essigsiure durch nachfolgende thioklastische Spaltung in «-Ketoglutarsaure iiber- 
gehen, welche, einer Bakteriensuspension zugesetzt, eine deutliche Atmungssteige- 
rung verursacht. Es ist also verstandlich, wenn die stickstofffreien Spaltprodukte 
der Tropinsiure sehr schnell im Citronensdurecyclus weiter verarbeitet werden. 


Raczkowski? isolierte aus Béden, die mit Stechapfel (Datura sta- 
monium) bewachsen waren, einen nicht naher charakterisierten Mikro- 
organismus, der auf Atropin wachst und eine gewisse Ahnlichkeit mit 


1J. Mitteil.: H. Niemer, H. Bucherer u. A. Kohler, diese Z. $17, 238 [1959]. 
2 J. Raczkowski, Acta Soc. bot. Polon. 28, 677 [1959]. 
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Arthrobacter terregens besitzen soll. Es handelt sich bei unseren Versuchen 
und den obengenannten um die Atropinzersetzung durch zwei verschie- 
dene Mikroben. Daher erklart sich auch die Verschiedenartigkeit der Er- 
gebnisse. Gegentiber dem von uns beschriebenen Totalabbau des Atropins 
findet Raczkowski lediglich auBer Tropasaiure (Atropasdure) und Tro- 
pin noch das Nortropin, das aber von Corynebact. belladonnae nicht ange- 
griffen wird. 
Beschreibung der Versuche 
1. Papierchromatographischer Nachweis von Tropinon 

500 ml einer 0,2proz. mit Salzsiure neutralisierten Tropinlésung wurden 

mit einer Reinkultur von Corynebact. belladonnae beimpft und 5 Tage bei 27° be- 


briitet. Danach wurden die Bakterien abzentrifugiert. 
|" | Der Uberstand wurde vorsichtig zur Trockne ver- 





dampft. Der mit Athanol extrahierte Riickstand 
R wurde in Butanol/Athanol/Wasser 5:1:4 auf Papier 
F ; (Schleicher & Schiill, 2043a Mgl) aufsteigend chromato- 
03; graphiert (Abb. 1). Ry-Werte: Tropin 0,22, Tropinon 
0,29. Parallelchromatogramme eines aquimolekularen 


@) Gemisches von Tropin und Tropinon zeigen gleiche 
Ry-Werte. Anfarbereagenz nach Dragendorff. 





QI : Abb. 1. a) Papierchromatographische Identifizierung 

von Tropinon im Kulturmedium von Corynebact. bella- 

donnae beim Wachstum auf Tropin. b) Aquimolekula- 
res Gemisch von Tropin (I) und Tropinon (II). 











& 
ox 


2. Tropinabbau in Gegenwart von Methylenblau 


Da die Stoffumsatze unter den soeben beschriebenen Bedingungen nicht sehr 
groB sind, wurde in den folgenden Versuchen Methylenblau als Wasserstoffacceptor 
verwendet. Gewaschene Frischbakterien eines GroBansatzes! wurden in 100 ml 
Phosphatpuffer, pH7, suspendiert und in einen Rundkolben eingefillt. Nach dem 
Evakuieren lieB man bei 20° nach und nach eine Lésung von 500 ml Tropin und 
300 mg Methylenblau in Phosphatpuffer einflieBen. Es trat jeweils in wenigen Mi- 
nuten Entfarbung ein. Nachdem alles eingetragen war, lie} man den ProzeB noch 
48 Stdn. ausklingen. Hiernach wurde durch kurzes Aufkochen sterilisiert und zur 
Entfernung der Bakterien und eines groBen Teiles von Methylenblau durch mehrere 
Filterlagen filtriert. Das Filtrat wurde schwach alkalisch gemacht und 3mal mit 
Chloroform extrahiert. Der Trockenriickstand des Extraktes wurde in wenig Wasser 
aufgenommen und mit Salzsaure neutralisiert. Die Lésung wurde in Streifen auf 
Papier (Schleicher & Schiill, 2043a Mgl) aufgetragen und chromatographisch ge- 
trennt (Solvens: 100 m/ n-Butanol + 20 mi konz. HCl, das Gemisch mit Wasser ge- 
sattigt). Die Trennzonen wurden nach Trocknung mit Kaliumjodoplatinat sichtbar 
gemacht. Dieser Indikator hat gegeniiber dem Reagenz nach Dragendorff den 
wesentlichen Vorzug, daB die angefirbten Substanzen annahernd den gleichen 
Farbcharakter haben. Tropinon ergibt eine tiefblaue, Tropin eine mehr violettblaue 
Ténung. Nach Transparentmachen und Auswerten der Streifen im Elphor-Gerat 
wurde durch Ausplanimetrieren ein relativer Gehalt von 32%, Tropin und 68%, 
Tropinon ermittelt. In einem weiteren Ansatz, in dem das Methylenblau durch 
fortgesetztes Schiitteln an der Luft immer wieder regeneriert wurde, fand sich iiber- 
haupt kein Tropin mehr. 
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Mit diesen Versuchen 1a8t sich nur die Anwesenheit einer wirksamen Dehydro- 
genase nachweisen, nicht aber die Lage des biologischen Gleichgewichtes von Tropin 
und Tropinon. Dagegen gelang es, wie unter 3. beschrieben, einen Bakterienextrakt 
zu gewinnen, der ‘l'ropinon unter dem Einflu8 von DPNH zu Tropin hydriert. 


3. Oxydation von DPNH durch Tropinon bei Anwesenheit 
der Tropindehydrogenase 

Fermentpraparation: Einer Bakteriennahrlésung! wurden 20 g Agar- 
Agar/l zugesetzt, der Ansatz sterilisiert, auf 4 groBe Emailleplatten ausgegossen 
und nach dem Erstarren mit einer Kultur von Corybact. belladonnae beimpft. Es 
wurde 4 Tage bei 27° bebriitet und der entstandene Bakterienrasen abgeerntet. Die 
Bakterien wurden mehrfach mit dest. Wasser gewaschen und jedesmal zentrifugiert. 
Nach Gefriertrocknung erhaélt man 123 mg eines schwach gelblichen Praparates. 
Dieses wurde mit reinstem Quarzsand (Gesamtgewicht 3,825 g) bei 0° zerrieben. 
Nach 2 Min. beobachtete man im Mikroskop keine intakten Zellen mehr. 1 g des zer- 
riebenen Produktes wurde darauf mit 8 mi Phosphatpuffer, pH7,4, im Potter- 
Homogenisator schonend homogenisiert. Der Uberstand nach 20 Min. Zentrifuga- 
tion bei 2° und 4000 x g ergab die unten verwendete Fermentlésung. 

Versuchsansatz: In einer Quarzkiivette (d = 1,0 cm) wurden gemischt: 
2,4 ml einer 6 x 10-8m Tropinonlésung, die 4 x 10-*m MgSO, enthielt, 0,02 m/ einer 
1,2 x 10-2m DPNH-Lésung, 0,05 m/ der Fermentlésung (26,3 yN). 

Samtliche Substanzen wurden in m/15 Phosphatpuffer, pH7,4, gelést. Es wurde 
bei Zimmertemperatur inkubiert und in Absténden von 2 Min. am Beckman-Spek- 
tralphotometer DU bei 240 my abgelesen. 

Der Kontrollansatz enthielt mit Ausnahme 
des Tropinons dieselben Substanzen in | 
gleichen Konzentrationen. F 96 

Bei Anwesenheit von Tropinon im Ver- \ 
suchsansatz wurde nach einer Reaktionszeit 
von 20 Min. ein Abfall der DPNH-Konzen- Sel 
tration von iiber 50%, beobachtet, wahrend 05 aN 




















im Kontrollansatz ohne Tropinon die DPNH- 
Konzentration im wesentlichen unverandert 
blieb (Abb. 2)*. 
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Abb. 2. DPNH-Oxydation durch einen Ex- b 
trakt aus Corynebact. belladonnae in Abwesen- 
heit (a) und Gegenwart (b) von 6x 10-%m 03 
Tropinon. ; 246 10 12 2 8 2 
iN. 


4. Weiterer Abbau des Tropinons 

Wahrend in Versuchen mit Tropin als Substrat der intakten Bakterien auBer 
Tropinon kein neues Abbauprodukt gefunden wurde, wurde bei Verwendung von 
Tropinon selbst das Auftreten von Tropinsiure und Methylamin beobachtet. 

100 ml Phosphatpuffer, pH7, wurden mit 0,1 g Tropinon-hydrochlorid ver- 
setzt und mit Bakterien beimpft. Nach 5 Tagen wurden die Bakterien abzentrifu- 
giert, der Uberstand alkalisch gemacht und in eine Vorlage mit Pikrinsdure destil- 
liert. Es konnten etwa 20 mg Methylaminpikrat isoliert werden, das, einmal aus 
Athanol umkristallisiert, einen Schmp. von 207° zeigte. 


C,H,N,0, (260,1) Ber. C 32,30 H3,69 N 21,54 
Gef. C 32,23 H3,30 N 21,66 


* Herrn F. Asbeck danken wir fiir die Ausfihrung der enzymatischen 
Messung. 
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Zum Vergleich wurden nochmals in einem Grofansatz ohne Tropinon Bakterien 
auf lproz. Glucoselésung in Gegenwart von 0,2 g NH,NO,// geziichtet, diese ab- 
zentrifugiert und der Uberstand nach Alkalisierung destilliert. Es wurden geringe 
Mengen Ammoniumpikrat isoliert, jedoch konnte das Auftreten von Methylamin 
als Pikrat nicht festgestellt werden. Nach Vertreibung des Methylamins wurde noch 
10 Min. auf dem Wasserbad weiterdestilliert, um das im Ansatz noch vorhandene 
Tropinon zu entfernen. Darauf wurde mit Salzsiure angesiuert, zur Trockne einge- 
dampft und der Riickstand mehrfach mit heifem Athanol extrahiert. Beim Ab- 
dampfen schieden sich einige mg schéner Kristalle aus, die einmal aus Athanol um- 
kristallisiert wurden; Schmp. und Misch-Schmp. mit synthet. hergestellter Tropin- 
siure (251°)8 erwiesen sich als identisch. 


Zusammenfassung 


Tropin, das nach esteratischer Spaltung des Atropins auftritt, wird | 


unter dem EinfluB einer im Corynebacterium belladonnae vorhandenen 
Tropindehydrogenase zu Tropinon dehydriert. Dieses Ferment konnte 
aus lyophilisierten Zellen in Lésung erhalten werden. 

Als Beweis fiir die Aufspaltung des Cycloheptanrings im Tropinmole- 
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kil konnten geringe Mengen von Tropinsdure isoliert werden. Ferner | 


wird bei Angebot von Tropinon der Pyrrolidinring aufgesprengt: Erheb- 
liche Mengen Methylamin wurden isoliert. 

Es gelingt also, das Atropin durch Corynebact. belladonnae in kleine 
Bruchstiticke zu zerlegen. 

Summary 

Tropine, produced by the esteratic cleavage of atropine, is dehydro- 
genated to tropinone by a tropine dehydrogenase present in Corynebac- 
terium belladonnae. A cell-free preparation of the enzyme can be obtained 
from lyophilised cells. 

Small amounts of tropinic acid could be isolated as proof of the fission 
of the cycloheptane ring. If tropinone was added to the medium, the 
pyrrolidine ring was opened: considerable amounts of methylamine were 
isolated. 

Thus Corynebact. belladonnae can degrade atropine into small units. 


Prof. Dr. H. Niemer, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitdt, Miin- 
chen 15, GoethestraBe 33. 


3 R. Willstatter, Ber. dtsch. chem. Ges. 31, 1547 [1889]. 
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Identifizierung eines Stoffwechselproduktes von 
Clitocybe suaveolens als 4-Methylnitrosamino-benzaldehyd 
Von 
Helene Herrmann 


Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie der Deutschen Akademie 
der Wissenschaften zu Berlin, Jena 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. April 1961) 


Wahrend organische Nitroverbindungen in der Natur vereinzelt 
schon nachgewiesen wurden!, erfolgte in jiingster Zeit ein Hinweis auf 
eine mégliche N-Nitrosogruppierung in Streptozotocin®. Es gelang uns, 


_ bei Arbeiten iiber Wirkstoffe von Basidio- 





myceten® aus einer Kultur von Clitocybe O=N pee. O 

suaveolens (Duft-Trichterling) eine stroh-  e satel 

gelbe Substanz zu isolieren, die sich als ie St Nts * 
Cc . 


N-Nitrosoderivat des 4-Methylamino- 
benzaldehyds erwies. 

Die Untersuchung anderer Clitocybenarten, wie Clitocybe vibecina, 
clavipes und odora, sowie einiger anderer Hymenomyceten hat ergeben, 
daB nur die Clitocybe suaveolens (Schum. ex Fr., Quél. 404) diese Substanz 
produziert. Die Kultivierung dieses Pilzes war schwieriger als die an- 
derer Basidiomyceten. Wahrend es gelang, verschiedene Clitocybenarten 
in Submerskultur zu nehmen, war diese Art sehr empfindlich und ihre 
Anzucht nur in Oberflachenkultur méglich, wobei ein sehr zartes weiBes 
Oberflachenmycel gebildet wurde. Aus der 4 Wochen alten Kulturlésung 
wurde die labile Substanz durch Perforation mit Ather isoliert. Sie be- 
hielt ihre leichte Zersetzlichkeit, ihre. Luft- und Lichtempfindlichkeit 
nach vielfachen Reinigungsversuchen bei. Nach mehrfachem Umkristal- 
lisieren konnte ein Schmelzpunkt von 81° erreicht werden. 

Auf Grund der Elementaranalyse sowie der Molekulargewichts- 
bestimmung ergaben sich Werte, die auf eine Bruttoformel von C,H,N,O, 
schlieBen lieBen. 

Die Liebermannsche Reaktion verlief positiv. Eine Nitrosover- 
bindung mit entsprechender Zusammensetzung ist der zuerst von 
Klaus und Baudisch‘ durch Einwirkung von salpetriger Séure auf 








1M. Pailer, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 18, 55 [1960]. 

2 R.R. Herr, T.E. Eble, M.E. Bergy u. H.K. Jahnke, Antibiotics 
Annual 1959/60, 236. 

3 H. Herrmann, Naturwissenschaften 47, 162 [1960]. 

4 Fr. Klaus u. O. Baudisch, Ber. dtsch. chem. Ges. 51, 1036 [1918]. 
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4-Dimethylamino-benzaldehyd erhaltene 4-Methylnitrosamino-benzalde- 
hyd, der zur Priifung der Identitat synthetisiert wurde. Aus der Synthese 
resultierte eine Substanz, die im Schmelzpunkt und Misch-Schmelzpunkt 
mit dem Naturprodukt iibereinstimmte. Die Ergebnisse dieses Synthese- 
weges waren insofern unbefriedigend, als das Polarogramm des Natur- 
produktes einwandfrei zwei Reduktionsstufen aufwies (Abb. la), wah- 
rend das Syntheseprodukt eine dritte Stufe zeigte, wie aus Abb. 1b zu 
ersehen ist. 


° | 6) eal | al fo 
| 


| 
| | 
| 
| 
| 














| 

| | | | 
a || | ty | 
Abb. 1. Polarogramm des Naturproduktes (a) und des synthet. 4-Methylnitros- 


amino-benzaldehyds, dargestellt nach Klaus und Baudisch‘* (b) bzw. nach 
Vilsmeier und Haack? (ec). 
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Bedingungen: 5-10-4m in 20proz. Athanol, Phosphatpuffer, pH 7; gegen NCE; | 


Héyrowsky-Polarograph Az = 0,2V, ab OV; 25°. 


Desha!b wurde nach Vilsmeier und Haack’® bzw. van Dormael® — 
ausgehend von N-Methylanilin — iiber N-Methyl-formanilid 4-Methyl- 
amino-benzaldehyd hergestellt. Der Aldehyd wurde durch Vakuum- 
destillation gereinigt*, wobei alle stérenden Nebenprodukte abgetrennt 


werden konnten. Als optimale Reaktionstemperatur fiir die Einfiihrung | 


der Nitrosogruppe erwies sich ein Bereich von —2 bis —5®. Auf diese 
Weise konnte der 4-Methylnitrosamino-benzaldehyd, Schmp. 81—82°, 
in 80proz. Ausbeute erhalten werden. Die auf diesem Wege syntheti- 
sierte Substanz erwies sich im Polarogramm, wie aus Abb. 1c zu ersehen 
ist, als identisch mit der natiirlichen Substanz. Das gleiche geht auch aus 
den in Abb. 2 gezeigten IR-Spektren hervor. 


Jedoch lag der Kohlenstoff-Wert der natiirlichen Substanz etwas 
unterhalb der Fehlergrenze. 


Zur endgiiltigen Uberpriifung wurden die Semicarbazone der 
natiirlichen wie auch der synthetischen Substanz hergestellt: schwach 
gelbstichige Kristalle, Schmp. 208°. Die Kohlenstoff-Werte der Derivate, 
auch der natiirlichen Substanzen, lagen innerhalb der Fehlergrenze. 


* Die Wasserdampfdestillation erwies sich auf Grund betrachtlicher Ver- 
harzung als nachteilig. 
5 A. Vilsmeier u. A. Haack, Ber. dtsch. chem. Ges. 60, 119 [1927]. 
6 A. van Dormael, Ind. chim. belge 16, 433 [1951]. 
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Abb. 2. Infrarotspektrum des Naturproduktes ( ) und des nach 1. c.5: § syn- 
thetisierten 4-Methylnitrosamino-benzaldehyds (....... iF 
Bedingungen: Lésungsmittel CCl,; KBr-Kiivette (d = 0,1 cm), NaCl-LiF-Optik, 
spektrale Spaltbreite 6 und 3 cm~!, Doppelstrahlspektrophotometer UR 10. 


Abb. 3. Polarogramme der Semicarbazone des Naturproduktes (a) und des Syn- 
theseproduktes (b). Bedingungen wie Abb. 1. 


Auf Grund der durchgefiihrten Untersuchungen handelt es sich also 
bei dem fraglichen Stoff eindeutig um den 4-Methylnitrosamino-benz- 
aldehyd. 


Fiir die Durchfiihrung zahlreicher Versuche méchten wir Herrn Kahl, fiir die 


: Ausfiihrung der Polarogramme und IR-Spektren der Physikalisch-Chemischen 
| Abteilung danken. 





Beschreibung der Versuche 


Isolierung des 4-Methylnitrosamino-benzaldehyds 
Die Kulturen werden angesetzt in liegenden Nahrbodenflaschen (sog. P-Kol- 


| ben), wodurch eine diinne Nahrbodenschicht mit groBer Oberflache erreicht wird 


(0,8 2 mit 1,2 em Schichthéhe). 


Der Nahrboden hat folgende Zusammensetzung: 


1D. ©) lee Al ein ee Ci 3,0 ¢ ‘Lactose (rein). ...... 40,0 g 
Oe Fah eats: ae ish atom a Sete 0,5 g WEEE CE VS tah tste 3.018 1g Pos 0,01 g 
SOs. ns) on ay has 6) eu 0,5 g Malzextrakt ....... 40,0 g 
USL Oe rea meee ec 1,0¢g Leitungswasser . . . ad 1000 ml 
2:5) Cae ieee eee Te 0,01 g pH 6,0—6,8 


Die mit Wattestopfen versehenen Kolben werden 35 Min. bei 120° im Auto- 
klaven sterilisiert. 

Zur Herstellung des Impfmaterials werden Petri-Schalen mit Malzagar von 
Schragagar-Kulturen beimpft und 4 Wochen bei 20° bebriitet. Zum Beimpfen eines 
P-Kolbens werden von diesen Petri-Schalen je 1 Stiickchen Agar-Mycel von etwa 
1 cm? auf die Oberflache der Nahrlésung gesetzt. Nach 3—4 Wochen Bebriitung 
bei 20° werden die Kulturen geerntet und das Mycel vom Kulturfiltrat abgetrennt. 
Zur Isolierung der atherléslichen Bestandteile wird 24 Stdn. im Perforator mit 
peroxydfreiem Ather extrahiert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck 
abdestilliert. Das so erhaltene Rohprodukt wird in méglichst wenig heiBem Athanol 
gelést und so lange mit heiBem Wasser versetzt, bis deutlich Triibung auftritt, 
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wobei sich schwachgelbe Nadeln abscheiden. Nach 20- bis 30fachem Umkristalli- 
sieren und Filtrieren iiber Kohle kann der Schmelzpunkt auf 81—82° gebracht 
werden. 
C,H,N,O, (164,0) Ber. (58,51 H4,88 N 17,0 
xef. C 57,92 H5,37 N 17,00 
Semicarbazon: 
C,H,,N;0. (221,2) Ber. C4886 H5,01 N31,66 
Gef. C 49,05 H5,16 N 31,30 


UV-Spektrum des Naturproduktes im Chloroformextrakt der Kulturlosung 
Amax = 304 my (7 = 0,412), Amin = 2,54 mu (a 0,160) 
UV-Messung: Universal-Spektrophotometer VSU 1, VEB Carl Zeiss Jena. 


Synthese des 4-Methylnitrosamino-benzaldehyds 


Der 4-Methylamino-benzaldehyd wird nach 1.c.5 aus 60g N-Methyl-| 








SOUR a: 


formanilid dargestellt. Nach der HCl-Abspaltung wird mit Eiswasser zersetzt | 
und das mit gekiihlter NaOH alkalisch gemachte Produkt sofort mit Ather ex- | 
trahiert. Nach Abdampfen des Athers wird das entstandene Methylanilin durch | 


fraktionierte oem pee vom 4-Methylamino-benzaldehyd abge- 


trennt. Schmp. 57—58° (Lit.®: 56—57°); Ausb. 20—22 g 
Unter Riihren wird bei —5° eine aquimolare Menge Natriumnitritl6sung zu- 


getropft. Der nitrosierte Aldehya fallt als schwachgelbe, schwer lésliche Verbindung | 
aus. Nach Abfiltrieren und Umkristallisieren in Athanol-Wasser fallen strohgelbe | 


Nadeln vom Schmp. 81—82° aus. 


Die Differenz von dem 1. c.4 angegebenen Schmp. von 78° 1aBt sich dadurch 
erklaren, da8 dort mehrere Reaktionsméglichkeiten gegeben waren und die | 


N-Nitrosoverbindung nur als Nebenprodukt auftrat. 


Zusammenfassung 


Aus einer Kultur von Clitocybe suaveolens wurde als Stoffwechsel- 
produkt erstmalig eine Nitrosoverbindung isoliert und als 4-Methyl- 
nitrosamino-benzaldehyd identifiziert. 


Summary 


For the first time, a nitroso-compound has been isolated and identi- 
fied (4-methylnitrosaminobenzaldehyde) as a metabolic product from a 
culture of Clitocybe suaveolens. 


Frau Dr. Helene Herrmann, Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle 
Therapie der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin, Jena, Beuthen- 
bergstr. 11. 
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Uber die Wechselwirkung von Olsdure, 
Serumalbumin und Ca?® mit Lebermitochondrien * 
Von 
Wolfgang Kunz und Giinter Kaiser 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Mai 1961) 


Mikrosomen oder ihre acetonléslichen Anteile steigern die Substrat- 
oxydation durch Mitochondrien!. Dieser Effekt wurde auf héhere Fett- 
siuren zurickgefiihrt?, von denen die Olsiure besonders wirksam die 
, latente‘‘ ATP-ase aktiviert. Seitdem wurde die Rolle der Fettsauren bei 
der mitochondrialen Endoxydation und Phosphorylierung in vivo und in 
vitro wiederholt diskutiert?~°. 

Serumalbumin vermag die schadigende Wirkung hoherer Fettsauren 
auf Erythrocyten und Tuberkelbazillen aufzuheben*. Mitochondrien- 
praparationen schiitzt es vor der vorzeitigen Entkopplung der oxydativen 
Phosphorylierung?. Da Serumalbumin freie Fettsiuren fest bindet®, 
fiihrt man seine Schutzwirkung meist auf diese Eigenschaft zuriick. 

Auch immunologische Vorgange wurden herangezogen, um den Ein- 
fluB dieses Proteins zu erkliren®. Wir fanden bei friiheren Untersuchun- 
gen!°, daB der Serumalbumineffekt Ca?°-abhangig ist. Die storende Wir- 
kung von Ca?® bei Phosphorylierungsstudien an isolierten Mitochondrien 
ist bekannt™ und besonders zu beriicksichtigen, denn Ca?° wird bei Ge- 
webspraparationen freigesetzt!. 


- Verwendete Abkiirzungen: ADP, ATP = Adenosindi- bzw. -triphosphat; 
EDTA = Athylendiamin-tetraacetat. 

1 B. C. Pressman u. H. A. Lardy, J. biol. Chemistry 197, 547 [1952]. 

2 B.C. Pressman u. H. A. Lardy, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
21, 458 [1956]. 

3 A. L. Lehninger u. L. F. Remmert, J. biol. Chemistry 234, 2459 [1959]. 

4 W.C. Hilsmann, W. B. Elliot u. E. C. Slater, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 89, 267 [1960]. 

5 L. Wojtczak u. A. B. Wojtczak, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
39, 277 [1960]. 

6 B. D. Davis u. R. J. Dubos, J. exp. Medicine 86, 215 [1947]. 

7M. E. Pullman u. E. Racker, Science [Washington] 128, 1105 [1956]. 
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10 W. Kunz, Naturwissenschaften 47, 381 [1960]. 
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Da sowohl die durch Ca2° als auch die durch Olsdure bedingte Scha- 
digung der Mitochondrienfunktion durch Serumalbumin zu beeinflussen 
ist, liegt eine Wechselbeziehung zwischen diesen beiden Storfaktoren 
nahe*. Dieser Frage ist die vorliegende Arbeit gewidmet. 


Methodik 


Reagenzien: Den Olsaurepuffer gewannen wir durch Emulgieren von 
0,03 ml Olsaure in 100 ml Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4. Der pH-Wert wurde mit 
der Glaselektrode kontrolliert. Fiir konduktometrische und photometrische Mes- 
sungen wurde mit Ultraschall emulgiert. Na,-ATP-4H,O und Dinatriumsucci- 
nat-6H,O bezogen wir von C. F. Boehringer & Séhne, Mannheim, Hefehexokinase 
praparierten wir nach l.c.4%, Durch Gefriertrocknung wurde das Ferment bis zur 
Trockne gebracht. — Athylendiamin-tetraessigsaiure als Dinatriumsalz 
(Na,-EDTA) oder als Dikaliummagnesiumsalz (MgK,-EDTA), Glucose, MgCl, 
und CaCl, waren analysenrein. — Humanserumalbumin trocken, reinst, Charge 
1701, wurde von den Behring-Werken, Marburg, bezogen. — Die Saccharose- 
lésung zur Mitochondrienpraparation wurde durch Passage einer Kationenaus- 
tauschersiule (Wofatit KPS 200) demineralisiert und danach mit bidestilliertem 
Wasser unter refraktometrischer Kontrolle auf 0,25m eingestellt. — Alle verwen- 
deten Lésungen und GefaBe wurden komplexometrisch auf Metallverunreinigungen 
gepriift. 

Praparation: Mitochondrien praparierten wir aus Lebern etwa 200 g schwe- 
rer, gesunder Inzuchtratten, Stamm BD III, nach Myers und Slater". 6 g des 
ausgebluteten, schnell auf + 2° abgekiihlten Lebergewebes wurden in einem Glas- 
homogenisator mit locker eingepaBtem Kunststoffpistill innerhalb von 30 Sek. in 
eiskalter 0,25m Savcharoselisung homogenisiert, das Homogenat in der Kihl- 
zentrifuge differentialzentrifugiert. Der nach der letzten hochtourigen Zentrifuga- 
tion verbleibende Mitochondrienbodensatz wurde nach Abkippen der leichten Par- 
tikeln in 16 ml eiskalter Saccharoselésung aufgeschwemmt. Diese Mitochondrien- 
suspension hatte einen N-Gehalt von durchschnittlich 0,07 g %. 


Bestimmungsverfahren 

Das Bindungsvermégen von Serumalbumin fiir Ca®° wurde durch Leit- 
fahigkeitstitration mit einer RLC-MeBbriicke des VEB Radio-Fernmelde-Technik, 
Typ 221, untersucht. Wir titrierten dazu 50 mi einer 0,08proz. Serumalbumin- 
lésung mit 5-10-%m CaCl,-Lésung. 

Den EinfluB von Ca®® auf die Serumalbumin-Olsaure-Bindung priif- 
ten wir photometrisch. Methodische Einzelheiten werden bei der Besprechung der 
Ergebnisse angegeben. 

Den O,- Verbrauch bei der Succinatoxydation bestimmten wir manometrisch, 
die Phosphataufnahme durch photometrische Messung des im Suspensionsmedium 
verbliebenen anorganischen Phosphates. Unter den gepriiften Methoden erwies sich 
die von Delsal und Manhouri!® angegebene Modifikation der Methode von 
Berenblum und Chain’® bei pH4 ohne Extraktion als die eleganteste und zuver- 
lassigste. 

Die Warburg-GefaBe enthielten im Hauptraum 0,7 mi der Olsiure-Kalium- 
phosphatpuffer-Emulsion. Darin waren, wenn angegeben, Humanserumalbumin, 


* Teilweise auf der Tagung fiir Physiologische Chemie 1960 in Ziirich vorge- 
tragen. 

13 L. Berger, M. W. Stein, 8. P. Colowick u. C. F. Cori, J. gen. Physiol. 
29, 379 [1946]. 
1 D—. K. Myers u. E. C. Slater, Biochem. J. 67, 558 [1957]. 
18 J. L. Delsal u. H. Manhouri, Bull. Soc. Chim. biol. 40, 1623 [1958]. 
16 J. Berenblum u. E. Chain, Biochem. J. 32, 295 [1938]. 
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Na,-EDTA oder MgK,-EDTA gelést. In den 0,4 ml des Seitenarmes waren Succinat, 
ATP, Glucose und Hexokinase enthalten, bei Atmungsversuchen ohne Phosphat- 
acceptor nur Succinat. Die Substratlésung wurde jeweils fiir 3 aufeinanderfolgende 
Versuche. frisch bereitet. 

In die auf + 2° vorgekiihlten und beschickten K6lbchen wurde 0,5 ml der 
Mitochondriensuspension bzw. Saccharoselésung pipettiert. Die Endkonzentration 
in 1,6 ml betrug fiir den Phosphatpuffer 1,7-10-?m, fiir Serumalbumin 0,4¢%, fiir 
Na,-EDTA und MgK,-EDTA 2,8-10-4m, fiir Succinat 1,12-10-?m, fiir ATP 
6:10-4m, fiir Glucose 3-10-2m und fiir Hexokinase 2,5 mg/1,6 ml. Bei Versuchen 
mit Mg®®- oder Ca®®-Zusitzen sind die Konzentrationen in der Legende angegeben. 
Nach 2 Min. O,-Begasung und einem Temperierintervall von 4 Min. erfolgte der 
Start zur Inkubation bei 38° durch Einkippen des Seitenarminhaltes in den Haupt- 
raum. Bei den Phosphorylierungsstudien wurde die Reaktion nach 15 Min. mit 
0,5 ml 1,75n Perchlorséure abgestoppt und aus dem enteiweiBten Medium das an- 
organische Phosphat bestimmt. Die Ansitze des Thermobarometers dienten dabei 
als BezugsgréBe. Die durch endogenes Substrat bedingte Atmung und Verandernng 
der Phosphatkonzentration in Ansaitzen mit Mitochondrien aber ohne Succinat 
wurde als Korrektur beriicksichtigt. 


Ergebnisse 


Serumalbumin und Ca?®-Wirkung 
Wie wir bereits friiher zeigen konnten!°, erniedrigt Serumalbumin 
(0,4 g%) die Succinatoxydation im System ohne Phosphatacceptor ahn- 
lich wie Na,-EDTA!’. Tab. 1 zeigt, daB Ca*® diesen Effekt aufhebt, wah- 
rend die gleiche Mg?°-Menge die Succinatoxydation unter Serumalbumin 
nur wenig beeinfluBt. Auch eine fast 14mal héhere Mg?®-Konzentration 
beseitigt die Serumalbuminwirkung nicht. 
Tab. 1. Die Wirkung von Ca?® und Mg?® auf die Succinatoxydation unter 
Serumalbumin. 


Mittelwerte aus je 6 Doppelbestimmungen, Warburg-Technik, t = 38°, Gasphase 
=O,, Versuchsdauer 20 Min., Phosphatpuffer pH 7,4; System ohne Phosphatacceptor. 








Zusatze O,-Verbrauch in pl % 
RSNA tae oe ag Sh Bo a) Sharper Ee nee Gas) es 106,6 100 
SUED LS TUT Sa 48,6 45,7 
Serumalbumin + 3,6-10-4m CaCl, 115,2 108 
Serumalbumin + 3,6-10-4m MgCl, 60,5 56,8 
Serumalbumin + 5-10-8m MgCl, . . .. . 68,8 64,5 











Danach wirkt Serumalbumin ebenso wie Na,-EDTA durch Bindung 
von Ca?° und verliert seine Wirkung, wenn es hiermit abgesattigt ist. Um 
diese Frage zu klaren, untersuchten wir das Bindungsvermégen von Se- 
rumalbumin fiir Ca?°. Die komplexometrische Titration ergab wegen des 
schleppenden Farbumschlages des Indikators sehr ungenaue Werte. Als 
besser geeignet erwies sich die Leitfaihigkeitstitration. 

Wie aus Abb. 1 zu entnehmen ist, betragt die unserer Serumalbu- 
minkonzentration aquivalente CaCl,-Menge 3,6-10-® Mol. Um die Wir- 


17 W. Kunz, W. Friedel, F. Miller, Pham van S6 u. E. Strack, diese Z. 
310, 265 [1958]. 
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woh | T kung von 1 g Serumalbumin auf die 

Succinatoxydation vd6llig aufzu- 

heben, sind demnach 9-10-5 Mol 

Ca2° erforderlich. Die halbe Ca?®- 

Konzentration vermindert den Se- 

rumalbumineinfluB um _ etwa die 
50 Halfte. 
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a Abb. 1. Leitfahigkeitstitration von Serum- 
albumin mit CaCl. 

50 m/ waBrige Serumalbuminlésung (0,08 
a Pi 5 M107 %%) titriert mit 5-10-%m CaCl,-Lésung. 


Mol CaCl, —> 











Einflu8 von Ca?* auf die Serumalbumin-Olsaure-Bindung 


Serumalbumin ist als starker Olsdiurebindner bekannt®. Wir unter- 
suchten daher, ob Ca?® die Serumalbumin-Olsaure-Bindung beeintrach- 
tigt. Die Reaktion laBt sich gut photometrisch verfolgen, denn durch 
Serumalbuminzusatz kann man eine Olsiureemulsion klaren. Einen typi- 


schen Versuch zeigt Abb. 2. 
1 hy 

















Abb. 2. Photometrie von Olséureemul- 
sionen: Olsaure mittels Ultraschall im 024 _ 
Phosphatpuffer, pH7,4, emulgiert als | ‘ 
Stammlésung. Zeif-Universal-Spektro- E 
photometer; d = 1 cm. = 











Ansteigende Olsiurekonzentrationen 
1) im Phosphatpuffer ohne Zusitze ; Olt 
2) im Phosphatpuffer + 0,4 g°, 
Serumalbumin +  3,6-10~4m 
Ca®®; 
3) im Phosphatpuffer + 0,4 g°, ——- 
Serumalbumin. y 05 10 














Im niedrigen Konzentrationsbereich sind die dem Streulicht ent- 
sprechenden Extinktionswerte bei 510 my der eingesetzten Olsaure direkt 
proportional (Kurve 1). Die 0,4 g°% Serumalbumin enthaltenden Parallel- 
werte erschienen bereits mit dem bloBen Auge deutlich klarer und gaben 
entsprechend niedrigere Extinktionen (Kurve 3). Setzt man dem Serum- 
albumin eine aquivalente Ca2°-Menge zu, so wirkt es weit weniger klarend 
(Kurve 2). Um den Einflu8 des Phosphatpuffers pH7,4 auszuschlieBen, 
priiften wir in der gleichen Anordnung eine waGrige Olséureemulsion, 
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deren pH-Wert infolge des CO,-Gehaltes bei 5,6 lag. In diesem Ansatz war 
der Ca®°-EinfluB auf die Serumalbumin-Olsaure-Bindung nicht ganz so 
ausgepragt, aber immer noch deutlich nachweisbar (nicht dargestellt). 
Ca2° beeintrachtigt also die Serumalbumin-Olsaéure-Bindung. 


Serumalbumin, Na,-EDTA und Olsaurewirkung im nicht 
phosphorylierenden System 


In Abb. 3 sind die Ergebnisse einer Versuchsserie dargestellt, bei 
der wir im System ohne Phosphatacceptor den EinfluB von Serumalbu- 
min auf die Succinatoxydation unter Olséurezusatz mit dem von Na,- 


EDTA verglichen. 
‘es | | 
15 = 


Abb. 3. Succinatoxydation im Olsaure- 100 / 








Phosphatpuffer. Warburg-Technik; ¢ = f 2 
38°; Gasphase O,; System ohne Phosphat- wa] 
acceptor. — 
1) Olsiure-Phosphatpuffer ohne wei- aK ia 





teren Zusatz; 
2) Olsiure-Phosphatpuffer + 0,4 2% 

















Serumalbumin; 
3) Olsdure-Phosphatpuffer + Na,- 
EDTA. 2 40 7) 


Min. 


Wie Kurve 1 zeigt, wird Succinat im Olsdurepuffer ohne weitere Zu- 
saitze sehr rasch oxydiert. 0,4g% Serumalbumin verringert den O,-Ver- 
brauch auf iiber die Halfte (Kurve 2). Ahnlich wirkt auch Na,-EDTA 
(Kurve 3). Also auch gegeniiber dem Olsaureeinflu8 148t sich im nicht 
phosphorylierenden System eine iiberraschende Parallelitat der Wirkun- 
gen von Serumalbumin und Na,-EDTA beobachten. 


Serumalbumin, Na,-EDTA oder MgK,-EDTA und Olsaure- 
wirkung im phosphorylierenden System 


In Tab. 2 stellten wir die Ergebnisse einer Versuchsserie zusammen, 
in der wir den Einflu8 von Serumalbumin auf die Phosphatausnutzung 
bei der Succinatoxydation im Olséure-Phosphatpuffer mit dem von Na,- 
EDTA verglichen. Dabei achteten wir besonders darauf, da durch die 
Zusatze von Glucose, ATP und Hexokinase keine Metallverunreinigungen 
in das Suspensionsmedium gelangen. Diese Gefahr besteht vor allem bei 
der Hexokinase, die jedoch durch Dialyse gegen Na,-EDTA-Lésung und 
anschlieBend gegen bidestilliertes Wasser bei + 2° metallfrei dargestellt 
werden kann. 














22 Wolfgang Kunz und Giinter Kaiser, Bd. 326 (1961) 





Tab. 2. Phosphatausnutzung bei der Succinatoxydation in Gegenwart von Olsaure. 


Mittelwerte aus je 10 Doppelbestimmungen. Versuchsdauer 15 Min. t = 38°. Olsaure 
und die angegebenen Zusitze sind im Puffer enthalten. 








Ans. Zusatze pug-Atom P | ug-Atom O P:0O 
1 OTA iets Bl ee a 0,32 eB tk 0,04 
2 Serumalbumin ...... 6,48 3,93 1,65 
3 NesuTA . wks ee 7,09 5,03 1,41 
4 |MgK,-EDTA ....... 7,96 5,47 1,46 
5 Na,-EDTA + Serumalbumin 7,02 5,33 1,32 














Wie Ansatz 1 der Tab. 2 zeigt, wird Succinat im Olsatre-ATP- 
Glucose-Hexokinase-Medium ebenfalls sehr rasch oxydiert, dabei aber 
kaum Phosphat in die Esterbindung iibergefiihrt, so daB das P:O-Ver- 
haltnis sehr klein bleibt. Serumalbuminzusatz (Ansatz 2) verringert die 
Oxydationsgeschwindigkeit um fast 50° bei guter Phosphatausnutzung. 
Unter Na,-EDTA (Ansatz 3) steigen sowohl der O,-Verbrauch als auch 
die Phosphataufnahme an, der O,-Verbrauch jedoch etwas mehr, so daB 
das P:O-Verhiltnis etwas niedriger als im Serumalbumin enthaltenden 
Medium liegt. 

In den eben genannten Ansatzen verzichteten wir bewuBt auf einen 
Mg?°-Zusatz. Die Wirkung dieses Ions auf unser System priiften wir mit 
MgK,-EDTA. Dabei gingen wir davon aus, da isolierte Mitochondrien 
auch nach vorsichtiger Préparation einen Anteil an leicht abdissoziier- 
barem Ca?®!2 und Mg?®!8 enthalten, von denen allerdings Mg2® mengen- 
mabig tiberwiegt (eigene unver6ffentlichte Beobachtung). Infolge seiner 
héheren Komplexstabilitét zur Athylendiamin-tetraessigsiure wird Ca2°® 
als CaK,-EDTA gebunden und setzt eine aquivalente Menge Mg?® frei. 

Der Ansatz 4 zeigt, daB unter MgK,-EDTA der O,-Verbrauch und 
die Phosphataufnahme etwa im gleichen Verhaltnis steigen und der P: O- 
Quotient dem des Ansatzes mit Na,-EDTA ahnelt. Mg?® aktiviert die 
Hexokinasereaktion; die gesteigerte Atmung und Phosphatausnutzung 
diirften somit auf ein vermehrtes ADP-Angebot zuriickzufiihren sein. 
Serumalbumin und Na,-EDTA addieren sich in ihren Wirkungen nicht, 
das P:0-Verhiltnis liegt eigenartigerweise sogar etwas niedriger. 


Diskussion 


Sowohl im System ohne Phosphatacceptor als auch im phosphory- 
lierenden Ansatz laBt sich eine bemerkenswerte Schutzwirkung von Se- 
rumalbumin und Na,-EDTA gegeniiber Stérstoffen wie Ca?® und Olsaure 
beobachten. Wahrend Serumalbumin Ca?® oder Olsaure, weit geringer 
dagegen Ca-Oleat zu binden vermag, bindet Na,-EDTA nur Metallionen. 
Wenn der Chelatbildner trotzdem auch gegen eine Olsdureschadigung 
schiitzt, kann diese Fettsiure ihre entkoppelnde Wirkung auf intakte 
Mitochondrien offenbar erst in Gegenwart von Ca®°-Spuren voll entfalten. 


18 L. Packer, Arch. Biochem. Biophysics 70, 290 [1957]. 
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Ca-Oleat kénnte also der Wegbereiter fiir die Olséureschadigung sein. 
Seine Léslichkeit in Wasser von 1,34-10-5 Mol// bei 26,7°!® reicht aus, 
um es wirksam werden zu lassen. 

Ca-Oleat setzt die Grenzflachenspannung von Benzol gegen Wasser 
stark herab?°. Seelich?! beobachtete, daB Ca?°-Spuren auf die Grenz- 
fliche des Systems NaCl-Lésung/Paraffinél + Olsdéure ahnlich wirken. 
Ca-Oleat wird sich also auch auf der lipoidartigen Mitochondrien-Mem- 
bran anreichern und die Grenzflachenspannung gegen das Suspensions- 
medium vermindern. Es ist denkbar, daB dadurch eine Fehlfunktion wie 
z. B. die Entkopplung der oxydativen Phosphorylierung eingeleitet 
wird. 
Ca2° hemmt die Phosphatausnutzung nur an intakten Mitochon- 
drien®?, waihrend hdhere Fettsiéuren auch noch auf phosphorylierende 
Membranfragmente wirksam sind’. Man darf deshalb vielleicht den Ca- 
Oleat-EinfluB von dem der reinen Olsaurewirkung abgrenzen, wie es sich 
auch in den etwas unterschiedlichen P: O-Verhaltnissen unter Na,-EDTA 
und Serumalbumin abzeichnet. 

Offenbar spielt im Endeffekt das Konzentrationsverhaltnis Olsaure : 
Ca2° eine groBe Rolle. Das erklart auch, warum die Wechselbeziehungen 
zwischen Olsaure, Ca2° und Serumalbumin bisher nicht beachtet wurden. 

Ca2° aktiviert aber auch die enzymatische Freisetzung des 6lsaure- 

haltigen Entkopplers*. Somit ist in Ansatzen ohne Olséure die Wirkung 
des Erdalkaliions mit der der ungesittigten Fettsaure ebenfalls ver- 
kniipft. 
SchlieBlich hemmt Ca®® bei gleichbleibender Serumalbumin-Kon- 
zentration den Abbau von Palmitat durch Mitochondrien®*. Fiir Olsaure 
darf wohl die gleiche Wirkung angenommen werden. Sie bleibt also in 
Anwesenheit von Ca2° langer wirksam. 

Es liegt nahe anzunehmen, daB auch in der intakten Leberzelle die 
Mitochondrienfunktion durch ungesattigte Fettsauren und Ca*® beein- 
fluBt wird. Serumalbumin, das ja nach Peters®4 von den Lebermikroso- 
men, also den protoplastischen Netzstrukturen® gebildet wird, kénnte 


diese EinfluBnahme steuern. 


Zusammenfassung 


1. Im System ohne Phosphatacceptor verringert Serumalbumin die 
spontane Succinatoxydation ahnlich wie Athylendiamin-tetraacetat. 
Diese Wirkung ist durch die Bindung von stérendem Ca”® bedingt und 
durch Ca?°-Zusatz aufhebbar. 


19 J. T. Yoke, J. physic. Chemistry 62, 753 [1958]. 

20 L. R. Ssolowjewa, Kolloidnyi Shurnal 3, 303 [1937]; R. C. Pink, J. 
chem. Soc. [London] 1938, 619. 

21 F. Seelich, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 2438, 283 [1940]. 

22 ©. Cooper u. A. L. Lehninger, J. biol. Chemistry 219, 489 [1956]. 

23 J. B. Fritz, Amer. J. Physiol. 197, 297 [1959]. 

24 Th. Peters, jr., J. Histochem. Cytochem. 7, 224 [1959]. 

25 G. E. Palade u. P. Siekevitz, J. biophys. biochem. Cytol. 2, 171 [1956]. 
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2. Mg?®-Zusatz beeintrachtigt diese Wirkung von Serumalbumin prak- 


tisch nicht. 


3. Ca®® hemmt die Serumalbumin-Olsaure-Bindung. 


. Unter entsprechenden Voraussetzungen 1aBt sich der EinfluB von Ol- 


sdure auf das P: O-Verhaltnis bei der Succinatoxydation durch Serum- 
albumin vollig, durch Athylendiamin-tetraacetat nahezu aufheben. 


Summary 


. Serum albumin, like ethylenediamine-tetraacetate, inhibits the 
spontaneous oxidation of succinate in a system without a phosphate | 
acceptor. This action is caused by the binding of Ca?® and can be | 


abolished by the addition of Ca?°. 


. Mg*° has practically no influence on the inhibition by serum albumin. 
. Ca?° inhibits the binding of serum albumin to oleic acid. 


. On the above premises, the effect of oleic acid on the P:O ratio of 


succinate oxidation is abolished completely by serum albumin and 
almost by ethylenediamine-tetraacetate. 


Dr. Wolfgang Kunz, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 


Leipzig C 1, Liebigstr. 16. 
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Uber die B-Alanin-a-Ketoglutarat-Transaminase aus 
Neurospora crassa 
Von 
Harald Aurich 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Leipzig 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Strack) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. April 1961) 


Neurospora crassa assimiliert f-Alanin, wenn es einzige N-Quelle 
ist!. Im N- und C-Haushalt des Pilzes treten dabei charakteristische 
Veranderungen auf?, die auf die Existenz von zwei f-Alanin-metaboli- 
sierenden Enzymen, einer Transaminase und einer Oxydase, hinweisen. 
Die Aktivitat der 8-Alanin-Transaminase aus dem Mycel ist gesteigert, 
wenn f-Alanin (in geringem Mafe auch «-Alanin) und Pyridoxal-5- 
phosphat im Nahrboden anwesend sind, und ist besonders hoch bei 
B-Alanin als einziger N-Quelle*. Die Aktivitét der «-Alanin-Trans- 
aminase ist vom Zusatz an Pyridoxal-5-phosphat, «-Alanin und f-Alanin 


_ zum Nahrboden praktisch unabhangig?®. 


Vorliegende Arbeit berichtet iiber Darstellung, Eigenschaften und 
Reaktionskinetik des #-Alanin-transaminierenden Enzyms. Zum Ver- 


| gleich benutzten wir die «-Alanin-Transaminase aus dem gleichen Mycel. 


Methodik 


Versuchsobjekt war der Wildstamm Neurospora crassa 3a6 A. Zur Darstellung 
der Transaminasen wurde der Pilz 5—6 Tage bei 25° auf einem Minimalnaéhrboden! 
geziichtet, der 0,5 uMol Pyridoxal-5-phosphat// und als N-Quelle nur #-Alanin 
(aquivalent 1,0 g N/l) enthielt. 

Das Mycel wurde nach beendetem Wachstum iiber Mull filtriert, mehrfach 
bei 0° gewaschen und anschlieBend mit Seesand in m/15 Phosphatpuffer (pH 7,4) 
homogenisiert. Sand und Zellreste wurden abzentrifugiert, das Uberstehende ab- 
gehoben und 3 Stdn. gegen den Phosphatpuffer dialysiert. Nach der Dialyse wurde 
aus dem N-Gehalt (Mikro-Kjeldahl) der Proteingehalt der Enzymlésung ermittelt. 
Er betrug durchschnittlich 5 mg/ml. Die Endkonzentration an Protein in der In- 
kubationslésung war damit etwa 2 mg/ml. Alle Aktivitaten sind auf diejenigen von 
2 mg Protein bezogen. 

Die Aktivitaét der Transaminasen wurde — soweit nicht anders angegeben — 
so ermittelt, daB Lésungen von f- bzw. L-«-Alanin und jeweils «-Ketoglutarat in 
je 30 uMol/ml Endkonzentration 10 Stdn. bei 34° mit dem Enzym inkubiert wurden. 
Das MaB fiir die Aktivitaét war die gebildete Glutaminsaure. 

Nach der Inkubation wurde enteiweiBt. Dann wurden Glutaminsaure, /- 
und «-Alanin durch aufsteigende eindimensionale Papierchromatographie getrennt 
(Laufmittel: Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1; Papier Schleicher & Schiill 2043b), 


1. Aurich u. D. Miicke, Phyton [Buenos Aires] 12, 109 [1959]. 
2-H. Aurich, Arch. Mikrobiol. (im Druck). 
3 H. Aurich, Vortr. Tag. franz., schwz. u. dtsch. Biochem. Ziirich 1960. 
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mit Ninhydrin-Cadmiumacetat gefarbt und quantitativ ausgewertet*. Die Gluta. 
minsaéure wurde zur Kontrolle auch mikrobiologisch mit Leuconostoc mesenteroides 
P-60 bestimmt (Test-Nahrboden nach l|. c.5; Wachstumskontrolle: titrimetrisch 
mit 0,05n NaOH gegen Bromthymolblau; Auswertung nach 1. c.*). Die papier. 
chromatographisch ermittelten Werte deckten sich zufriedenstellend mit den 
mikrobiologisch gefundenen. 

Malonséurehalbaldehyd, Pyruvat und «-Ketoglutarat wurden als 2.4-Dinitro- 
phenylhydrazone in verschiedenen Lésungsmitteln chromatographiert (Laufmittel: 
vgl. Tab. 1; Schleicher & Schill 2043b) und identifiziert. Das Dinitropheny]- 
hydrazon des Malonsaiurehalbaldehyds wurde auSerdem bei saurer Reaktion 
durch Erhitzen decarboxyliert, so in das Dinitrophenylhydrazon des Acetaldehyds 
iibergefiihrt und in gleicher Weise chromatographiert. Zum Vergleich wurde auBer- 
dem der freie Malonsiurehalbaldehyd decarboxyliert, der entstandene Acetaldehyd 
abdestilliert und als Dinitrophenylhydrazon chromatographiert. 

Auch die Oxosaéuren wurden quantitativ bestimmt. Malonsdiurehalbaldehyd 
wurde — wie fiir Oxalacetat? und Acetacetat® angegeben — mit diazotiertem 
p-Nitroanilin umgesetzt und der Farbstoff bei 440 my im Pulfrich-Photometer 
kolorimetriert. Pyruvat wurde spektrophotometrisch mit reduziertem Diphospho- 
pyridinnucleotid und Lactatdehydrogenase bestimmt®. «-Ketoglutarat wurde nach 
der Chromatographie mit 10proz. Na,CO,-Lésung eluiert und der entstehende Farb- 
stoff nach Zusatz vor: 2n NaOH bei 430 mu im Pulfrich-Photometer kolorimetrisch 
gemessen. 


Ergebnisse 
Die Steigerung der Aktivitat der 6-Alanin-Transaminase im Mycel 
von Neurospora crassa durch Pyridoxal-5-phosphat-Zusatz zum Nahr- 
boden 1aBt das gleiche fiir den zellfreien Extrakt erwarten. Die Aktivitat 


der «-Alanin- und f-Alanin-Transaminase wird in der Tat durch Zugabe 
von 0,2 uMol Pyridoxalphosphat/2 mg Protein gesteigert (Abb. 1). Bei 


f-Alanin als Aminodonator steigt die Glutaminsaurebildung um iiber | 


107 ] 


- 


Abb. 1. Abhangigkeit der Aktivitaét der B- bzw. «-Ala- 
nin-Transaminase im zellfreien dialysierten Extrakt (ge- 


lésung. Inkubation: 10 Stdn. bei 34° und pH 7,4. Schraf- 
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B-Alanin — ox<-Alanin 
* Fiir die Ausfiihrung der spektrophotometrischen Bestimmung bin ich 
Herrn Dr. Fritz Miller zu Dank verpflichtet. 

4 R.B. Fisher, D.S. Parsons u. R. Holmes, Nature [London] 164, 
183 [1949]. 

5 L. M. Henderson u. E. E. Snell, J. biol. Chemistry 172, 15 [1948]. 

8 E. C. Wood, Analyst 72, 84 [1947]. 

7 G. Kalnitzsky u. D. F. Tabley, Biochem. J. 76, 28 [1958]. 

8 P.G. Walker, Biochem. J. 58, 699 [1954]. 

® G. Beisenherz, H. J. Boltze, Th. Biicher, R. Czok, K. H. Garbade, 
E. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 
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200%, bei x-Alanin um etwa 110% an. Der durch Pyridoxalphosphat 
erhohte Wert bei «-Alanin entspricht etwa dem von Fincham et al.}° 
beobachteten Anstieg. Nach 10 Stdn. ist etwa ein Drittel des B- bzw. 
x-Alanins verschwunden und Glutaminsaure entstanden. Héhere Konzen- 
trationen als 0,2 ~Mol vom Pyridoxalphosphat steigern die Glutaminsaure- 
bildung nicht meBbar. Das pH-Optimum der Reaktion beider Enzyme 
liegt zwischen 7 und 8 (Abb. 2), wobei das £-Alanin-transaminierende 
Enzym das Optimum zwischen pH 7,5 und 8 und die «-Alanin-Trans- 
aminase zwischen pH 7 und 7,5 hat. Unter pH 5 und oberhalb von pH 10 
findet keine Transaminierung mehr statt. 

Das Temperatur-Optimum liegt fiir die beiden Transaminasen 
zwischen 30—35° (Abb. 3). Bei 20° oder 40° wird wenig Glutaminsaure 
gebildet, bei der 6-Alanin-Transaminase wird nur etwa 50% und bei der 
x-Alanin-Transaminase tiber 50% der bei der optimalen Temperatur ge- 
bildeten Glutaminsaéuremenge erreicht. 
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Abb. 2. Die Aktivitaét der B- bzw. «-Alanin-Transaminase (gemessen in «Mol ge- 
- | bildeter Glutaminsaure/2 mg Protein) als Funktion der H®-Konzentration in der 


Inkubationslésung. Inkubation 10 Stdn. bei 34°. 


' Abb. 3. Die Aktivitat der B- bzw. «-Alanin-Transaminase (gemessen in “Mol 
' gebildeter Glutaminsiure/2 mg Protein) als Funktion der Temperatur bei der 


Inkubation. Inkubation 10 Stdn., pH 7,4. 


Abb. 4 zeigt an der Glutaminsaurebildung aus f- bzw. «-Alanin, daB 
die Enzymaktivitaét eine lineare Funktion der Reaktionszeit ist, bei 
f-Alanin bis 8 Stdn. und bei «-Alanin bis 4 Stdn. Bei diesem Versuch 
wurden 100 “Mol Alanin und 60 w~Mol «-Ketoglutarat pro m/ Inkubations- 
lésung verwendet. Bei Zugabe von 0,2 uMol Pyridoxalphosphat pro 
2mg Protein verlaufen die Kurven steiler, die Gleichgewichte stellen 
sich jedoch nach denselben Zeiten ein. Der Reaktionsablauf der 6-Alanin- 
Transaminierung ist trager als der der x-Alanin-Transaminierung. 


10 J. R.S. Fincham u. A. B. Boulter, Biochem. J. 62, 72 [1956]. 
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Abb. 4. Die durch B- bzw. «-Alanin-Transaminase gebildete Glutaminsauremenge | 


(in uMol/2 mg Protein) als Funktion der Zeit. Inkubation bei 34°, pH 7,4 und mit’ 
100 wMol Alanin +- 60 «Mol «-Ketoglutarat/ml. 
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In Abb. 6 ist die Geschwindigkeit der Reaktionen bei steigender 
Substratkonzentration in Anwesenheit von Pyridoxalphosphat (0,2 ~Mol/ 
m/) aufgezeichnet, angegeben in ~Mol der gebildeten Glutaminsaure, in 
Abb. 6 Ia fiir Alanin als Substrat und in Abb. 6 Ila fiir «-Ketoglutarat als | 
Substrat gemessen. Die Michaelis-Konstanten wurden nach Lineweaver 
und Burk" ermittelt (Abb. 6 Ib und IIb). Die dargestellten Funktionen 
sind linear. Der Schnittpunkt mit der Ordinate entspricht jeweils dem 
Quotienten aus der Michaelis-Konstanten und der theoretischen Maximal- 
geschwindigkeit der Reaktion (angegeben in ~Mol gebildete Glutamin- 
siure/3 Stdn.). Diese betrigt bei der #-Alanin-Transaminase fir £- 
Alanin 4,39 und fiir «-Ketoglutarat 4,17 ~Mol/ml, bei der «-Alanin- 
Transaminase fiir «-Alanin 6,94 und fiir «-Ketoglutarat 7,75 uMol/ml. 
Die Michaelis-Konstanten betragen somit bei der 6-Alanin-Transaminase 
fiir B-Alanin 19,74 und fiir «-Ketoglutarat 12,08 (in wMol/m/). Fir die 
«-Alanin-Transaminase lauten die Werte fiir «-Alanin 12,50 und fiir 


a H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658. [1934]. 
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\-Ketoglutarat 12,02 (in uMol/m/). Diese Konzentrationsangaben pro 
ml entsprechen genau 2,0 mg Protein, da der Proteingehalt der Inku- 
bationslésung bei diesen Versuchen auf 2,0 mg/m eingestellt wurde. 
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in | Abb. 6. Durch die B- bzw. «-Alanin-Transaminase gebildete Glutaminséiuremenge 
als (in «Mol/2 mg Protein, als MaB tir die Reaktionsgeschwindigkeit v) in Abhangigkeit 


von der Konzentration [SJan f- bzw. «-Alanin(Ia) bzw. «-Ketoglutarat (IIa) in der 
‘€Y | Inkubationslosung. Inkubation 3 Stdn. bei 34°, pH 7,4 und mit 0,2 «Mol Pyridoxal- 
en | phosphat/2 mg Protein. Die Konzentration an «-Ketoglutarat (in Vers. I) betrug 
60 «Mol und die an Alanin (in Vers. II) 100 ~Mol. Berechnung der Michaelis-Kon- 


om 

ql. | stanten der B- bzw. «-Alanin-Transaminase fiir B- bzw. «-Alanin (Ib) bzw. «-Keto- 
n glutarat (IIb) als Substrat (rechte Kurvenbilder). 

B ; Die Oxoséuren wurden chromatographisch als 2.4-Dinitro-phe- 


n- | nylhydrazone identifiziert. Die Ry-Werte fiir verschiedene Lésungs- 
nl. | mittel sind in Tab. 1 zusammengestellt. Nach der Transaminierung 
S€ | finden sich im System der f-Alanin-Transaminase (Vers. 5) die Dini- 
ie trophenylhydrazone der zugegebenen «-Ketoglutarsdure, sowie des 
ur | Malonsaurehalbaldehyds und des Acetaldehyds. Nach der Decarboxy- 
lierung durch Erhitzen der Dinitrophenylhydrazone im Sauren 
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k6nnen nur noch die Dinitrophenylhydrazone der «-Ketoglutarsdure und 
des Acetaldehyds nachgewiesen werden (Vers. 6). Wird die Inkubations. 
lésung sofort mit Saéure erhitzt und der entstehende Acetaldehyd in 
eine eisgekitihlte Dinitrophenylhydrazin-Lésung destilliert, so findet sich 
im Chromatogramm nur das Dinitrophenylhydrazon des Acetaldehyds 
(Vers. 7). Die nach der Transaminierung durch die «-Alanin-Trans. 
aminase gebildeten Oxoséuren wurden ebenfalls als Dinitropheny]. 
hydrazone chromatographiert. Im kompletten System der «-Alanin- 
Transaminase kénnen nach der Transaminierung die Dinitrophenyl. 
hydrazone der «-Ketoglutarséure und der Brenztraubensaéure gefunden 
werden (Vers. 8). 
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Tab. 1. Rr-Werte der 2.4-Dinitro-phenylhydrazone der Oxoverbindungen zur chro- | 
matographischen Identifizierung von Malonsiurehalbaldehyd und Brenztrauben- 
saure. 


Lésungsmittelsysteme: A: Methanol/Wasser 19:1 





B: Butanol/Athanol/0,1m Na,CO, 6:1:1 


C: Propylalkohol/28proz. NH,/Wasser 6:3:1 i 


D: Butanol/Athanol/Wasser 5:1:4 
Versuche: 
Als Vergleichssubstanzen dienten die Dinitrophenylhydrazone von 


1. Malonséurehalbaldehyd (reinst dargestellt aus dem Malonsiurehalb- | 


aldehyd-athylester nach 1. c.1?). 
2. «-Ketoglutarsiure (C. F. Boehringer & Séhne GmbH, Mannheim). 
3. Brenztraubensaéure (E. Merck AG, Darmstadt). 
4. Acetaldehyd (VEB Schering, Berlin-Adlershof). 
Identifizierung von Malonsaiurehalbaldehyd und Brenztraubensaure: 


5. Dinitrophenylhydrazone nach der Transaminierung durch die #-Alanin- 
Transaminase. 


6. Im Sauren erhitzte Dinitrophenylhydrazone aus Vers. 5. 


~1 


. Inkubationslésung im Sauren erhitzt, der entstehende Acetaldehyd destil- 
liert und als Dinitrophenylhydrazon gefillt. 














8. Dinitrophenylhydrazone nach der Transaminierung durch die «-Alanin- 
Transaminase. 
Versuch : 
Nr. A B C D 
I 0,39—0,43 0,68 — _ 
2 0,47—0,51 | 0,16—0,20 0,67—0,70 0,23—0,27 
3 — 0,32/0,54 0,90 0,52/0,70 
4 0,70 0,96 ms -- 
5 0,42 0,49 0,74 | 0,20 0,67 0,94 = — 
6 0,49 0,74 | 0,20 0,95 o— = 
7 0,70 0,96 — _ 
8 — 0,19 0,33/0,54 | 0,70 0,92 | 0,24 0,52/0,71 


2 K. Dyer u. T. B. Johnson, J. Amer. 














chem. Soc. 56, 222 [1934]. 
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Der quantitative Ablauf der beiden Umsetzungen ist aus Tab. 2 
zu ersehen. Die Reaktionen erfolgten bei Anwesenheit von 0,2 “Mol 
Pyridoxalphosphat/2 mg Protein in der Inkubationslésung. Auftretende 
Schwankungen der einzelnen Reaktionspartner liegen innerhalb der 
methodischen Fehlergrenzen. 


Tab. 2. Quantitativer Ablauf der Transaminierung (Angaben in uMol/10 Stdn.). 


a) 6-Alanin-Transaminase 

















Abnahme Abnahme gebildete gebildeter 

System von von Glutamin- | Malonsiure- 

B-Alanin a-Ketoglut. siure halbaldehyd 
komplett. ...... 8,2 8,4 8,6 7,9 
Sohne f-Alanin ... . — 0,9 0,7 ao 
ohne «-Ketoglut.. . . 0,2 — 0,1 — 
kompl. hitzedenaturiert 0,7 Ly 0,9 — 





b) «-Alanin-Transaminase 




















Abnahme Abnahme gebildete gebildete 
System von von Glutamin- Brenz- 
a-Alanin a-Ketoglut. sdure traubensaiure 
Komplete. jt. 46s 12,0 12,9 11,1 10,4 
P ohne a-Alanin .... — 1:2 1,0 0,3 
| ohne «-Ketoglut.. . . 0,3 — — 0,1 
_ kompl. hitzedenaturiert 0,5 1,0 0,4 0,5 
Diskussion 


nin- 


70 


a 





f-Alanin wird sowohl im tierischen Organismus als auch bei Mikro- 


_ organismen transaminiert. Entsprechende Enzymreaktionen wurden 


sowohl mit Pyruvat?* 14 als auch mit «-Ketoglutarat}*:!® nachgewiesen. 
Als Umwandlungsprodukt von f-Alanin wurde Malonsaurehalbaldehyd 
vermutet, der bei der Transaminierung mit «-Ketoglutarat auch ge- 
funden wurde!5. Nishizuka et al.!® bewiesen die Stéchiometrie der 
Transaminierung von f-Alanin mit Pyruvat bei Pseudomonas sp. 


Auch durch Neurospora crassa wird $-Alanin verwertet!. Die Trans- 
aminierung von #-Alanin ist nur gering, wenn der Pilz nicht auf f-Alanin 
als alleiniger N-Quelle gehalten ist®?. Der Umfang der Assimilation ist 
dabei abhangig von der Anwesenheit von Vitaminen der B,-Gruppe? 2. 
Auch bei Ratten wird 6-Alanin bedeutend weniger assimiliert und ver- 
13 Y. Nishizuka, M. Takeshita, 8S. Kuno u. O. Hayashi, Biochim. bio- 
physica Acta [Amsterdam] 38, 591 [1959]. 

4 §. J. Severin u. U. Wei-min, Ber. Akad. Wiss. UdSSR 120, 1314 [1958]. 

15 F, P. Kupiecki u. M. J. Coon, J. biol. Chemistry 229, 743 [1957]. 

16 KE. Roberts u. H. M. Bregoff, ebenda 201, 393 [1953]; E. Roberts, 
P. Ayengar u. I. Posner, ebenda 2038, 195 [1953]; H. Goldfine u. E. R. Stadt- 
man, ebenda 285, 2238 [1960]. 
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k6nnen nur noch die Dinitrophenylhydrazone der «-Ketoglutarsdure und 
des Acetaldehyds nachgewiesen werden (Vers. 6). Wird die Inkubations. 
lésung sofort mit Saure erhitzt und der entstehende Acetaldehyd in 
eine eisgekiihlte Dinitrophenylhydrazin-Lésung destilliert, so findet sich 
im Chromatogramm nur das Dinitrophenylhydrazon des Acetaldehyds 
(Vers. 7). Die nach der Transaminierung durch die «-Alanin-Trans. 
aminase gebildeten Oxoséuren wurden ebenfalls als Dinitropheny]. 
hydrazone chromatographiert. Im kompletten System der «-Alanin. 
Transaminase kénnen nach der Transaminierung die Dinitrophenyi- 
hydrazone der «-Ketoglutarsiure und der Brenztraubensaure gefunden 
werden (Vers. 8). 
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Tab. 1. Rr-Werte der 2.4-Dinitro-phenylhydrazone der Oxoverbindungen zur chro- 
matographischen Identifizierung von Malonsiurehalbaldehyd und Brenztrauben- 
saure. 


Lésungsmittelsysteme: A: Methanol/Wasser 19:1 
B: Butanol/Athanol/0,1m Na,CO, 6:1:1 
C: Propylalkohol/28proz. NH,/Wasser 6:3:1 


D: Butanol/Athanol/Wasser 5:1:4 
Versuche: 


Als Vergleichssubstanzen dienten die Dinitrophenylhydrazone von 


1. Malonsaurehalbaldehyd (reinst dargestellt aus dem Malonsaurehalb- 
aldehyd-athylester nach 1. c.!2). 


2. a-Ketoglutarsaure (C. F. Boehringer & Séhne GmbH, Mannheim). 
3. Brenztraubensaéure (E. Merck AG, Darmstadt). 
4. Acetaldehyd (VEB Schering, Berlin-Adlershof). 
Identifizierung von Malonséurehalbaldehyd und Brenztraubensaure: 


5. Dinitrophenylhydrazone nach der Transaminierung durch die f-Alanin- 
Transaminase. 
6. Im Sauren erhitzte Dinitrophenylhydrazone aus Vers. 5. 


~ 


7. Inkubationslésung im Sauren erhitzt, der entstehende Acetaldehyd destil- 
liert und als Dinitrophenylhydrazon gefiallt. 


8. Dinitrophenylhydrazone nach der Transaminierung durch die «-Alanin- 























Transaminase. 
= A B C D 
r. 
I 0,39—0,43 0,68 — — 
2 0,47—0,51 | 0,16—0,20 0,67—0,70 0,23—0,27 
3 — 0,32/0,54 0,90 0,52/0,7 
4 0,70 0,96 — — 
5 0,42 0,49 0,74 | 0,20 0,67 0,94 — — 
6 0,49 0,74 | 0,20 0,95 — = 
7 0,70 0,96 — — 
8 _ 0,19 0,33/0,54 | 0,70 0,92 | 0,24 0,52/0,71 











2 K. Dyer u. T. B. Johnson, J. Amer. chem. Soc. 56, 222 [1934]. 
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Der quantitative Ablauf der beiden Umsetzungen ist aus Tab. 2 
zu ersehen. Die Reaktionen erfolgten bei Anwesenheit von 0,2 uMol 
Pyridoxalphosphat/2 mg Protein in der Inkubationslésung. Auftretende 
Schwankungen der einzelnen Reaktionspartner liegen innerhalb der 
methodischen Fehlergrenzen. 


Tab. 2. Quantitativer Ablauf der Transaminierung (Angaben in ~Mol/10 Stdn.). 


a) B-Alanin-Transaminase 





Abnahme Abnahme gebildete gebildeter 





System von von Glutamin- | Malonsaure- 
B-Alanin a-Ketoglut. sdure halbaldehyd 
MOMPlOubs 5,65: 54 0%. We ve 8,2 8,4 8,6 7,9 
ohne f-Alanin .... — 0,9 0,7 — 
ohne «-Ketoglut.. . . 0,2 — 0,1 —_ 
kompl. hitzedenaturiert 0,7 1 0,9 — 


b) «-Alanin-Transaminase 





Abnahme Abnahme gebildete gebildete 

















System von von Glutamin- Brenz- 
a-Alanin a-Ketoglut. sdure traubensaure 
komplett.. -. 9.0.6. 12,0 12,9 11,1 10,4 
ohne a-Alanin ... . -- 1,2 1,0 0,3 
ohne a-Ketoglut.. . . 0,3 — — 0,1 
kompl. hitzedenaturiert 0,5 1,0 0,4 0,5 
Diskussion 


f-Alanin wird sowohl im tierischen Organismus als auch bei Mikro- 
organismen transaminiert. Entsprechende Enzymreaktionen wurden 
sowohl mit Pyruvat!* 14 als auch mit «-Ketoglutarat!>)16 nachgewiesen. 
Als Umwandlungsprodukt von f-Alanin wurde Malonsaurehalbaldehyd 
vermutet, der bei der Transaminierung mit «-Ketoglutarat auch ge- 
funden wurde’. Nishizuka et al.!* bewiesen die Stéchiometrie der 
Transaminierung von f-Alanin mit Pyruvat bei Pseudomonas sp. 

Auch durch Neurospora crassa wird B-Alanin verwertet!. Die Trans- 
aminierung von f-Alanin ist nur gering, wenn der Pilz nicht auf 6-Alanin 
als alleiniger N-Quelle gehalten ist?. Der Umfang der Assimilation ist 
dabei abhangig von der Anwesenheit von Vitaminen der B,-Gruppe? 2. 
Auch bei Ratten wird f-Alanin bedeutend weniger assimiliert und ver- 


13 Y, Nishizuka, M. Takeshita, S. Kuno u. O. Hayashi, Biochim. bio- 
physica Acta [Amsterdam] 38, 591 [1959]. 
4 §. J.Severin u. U. Wei-min, Ber. Akad. Wiss. UdSSR 120, 1314 [1958]. 
15 F. P. Kupiecki u. M. J. Coon, J. biol. Chemistry 229, 743 [1957]. 
16 —K. Roberts u. H.M. Bregoff, ebenda 201, 393 [1953]; E. Roberts, 
P. Ayengar u. I. Posner, ebenda 208, 195 [1953]; H. Goldfine u. E. R. Stadt- 
man, ebenda 285, 2238 [1960]. 
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mehrt ausgeschieden, wenn zur gleichen Zeit ein B,-Mangel besteht, 
Pyridoxingaben erhéhen die Assimilation!’. Andere Aminosaéuren werden 
bei Neurospora crassa unabhangig vom B,-Gehalt der Nahrflissigkeit 
verwertet. 
Fincham und Boulter hatten eine Aktivitatssteigerung bei 
manchen isolierten Newrospora-Transaminasen durch Pyridoxalphosphat 
beobachtet und als Ursache dafiir eine gesteigerte Dissoziation bei 
diesen Enzymen diskutiert!®. Die von uns bei der #-Alanin-Trans. 
aminase beobachtete Steigerung der Aktivitat um etwa 200% ist auf- 
fallend hoch. Die 6-Alanin-Transaminase unterscheidet sich mit diesem 


Befund von den anderen Transaminasen. Wir schlieBen daraus, daB die | 
Dissoziation zwischen Coenzym und Apoenzym der f-Alanin-x-Keto. — 


glutarat-Transaminase besonders groB sein mu. 


Die Transaminierung zwischen f-Alanin und «-Ketoglutarat ver- | 


lauft relativ trage. Auch mit Pyruvat und Oxalacetat ist die Transami- 
nierung gering bzw. gar nicht nachweisbar. Die Gleichgewichtseinstellung 


mit «-Ketoglutarat dauert bei den verwendeten Enzym- und Substrat- | 


konzentrationen 15—18Stdn., wahrend sie bei «-Alanin praktisch 
bereits in der halben Zeit erreicht ist. Dieser triage Reaktionsablauf kann 
nicht allein mit der leichten Dissoziation des Coenzyms erklart werden; 
denn die hohe Michaelis-Konstante des Enzyms fiir S-Alanin spricht auch 
fiir eine geringe Affinitat des Enzyms zum Substrat. Der K,,-Wert fiir 
das andere Substrat, «-Ketoglutarat, liegt tiefer und durchaus im Bereich 
der anderen Transaminasen. 


Die f-Alanin-x-Ketoglutarat-Transaminase katalysiert die Re. | 
aktion #-Alanin + «-Ketoglutarsiure > Glutaminsaure + Malonsaure. | 


halbaldehyd. Der Ablauf dieses Vorganges ist quantitativ bewiesen. 


Zusammenfassung 


Im Rohextrakt aus Neurospora crassa 3a 6A wurde eine f-Alanin- 
x-Ketoglutarat-Transaminase nachgewiesen und ihre Eigenschaften mit 
denen der a-Alanin-«-Ketoglutarat-Transaminase im gleichen Praparat 
verglichen. 

Die Aktivitat der beiden Enzyme wird durch Zugabe von Pyrid- 
oxal-5-phosphat gesteigert. Ihr pH-Optimum liegt zwischen pH 7 und 8, 
ihr Temperaturoptimum bei 30—35°. 

Die Enzymaktivitaten sind lineare Funktionen der Reaktionszeit 
und der Enzymkonzentration. Die Michaelis-Konstanten wurden fiir 
beide Enzyme und jeweils beide Substrate ($- bzw. «-Alanin und «-Keto- 
glutarat) ermittelt. 

Bei der Transaminierung wird quantitativ aus #-Alanin Malon- 
siurehalbaldehyd und aus «-Alanin Pyruvat gebildet. 


17 §. J. Severin u. U. Wei-min, Bull. exp. Biol. Med. 46, 51 [1958]. 
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Summary 


A f-alanine-x-oxoglutarate transaminase has been found in crude 
extracts of Neurospora crassa 3a 6A. Its properties are compared with 
those of x-alanine-x-oxoglutarate transaminase in the same preparation. 

The activity of both enzymes is increased by the addition of pyrid- 
oxal-5-phosphate. Their pH-optima lie between pH 7 and 8, and their 
optimum temperatures at 30—35°. 

The enzyme activities are linear functions of reaction time and 
enzyme concentration. The Michaelis constants are given for both 
enzymes and both respective substrates (B- or «-alanine, and «-oxo- 
glutarate). 

The transamination of £-alanine to malonic acid semialdehyde, and 
x-alanine to pyruvate is quantitative. 


Dr. Harald Aurich, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Leipzig C 1, Liebigstr. 16. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 326 3 
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Vergleichende Untersuchung 
der Aminoséurezusammenseizung elektrophoretischer 
Proteinfraktionen vom Blutserum und Leberzellplasma 
des Pferdes 


Von 
Jorg Miiller 
Aus der Abteilung fiir Pathologische Physiologie der Medizinischen Tierklinik 
der Humboldt- Universitit, Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Mai 1961) 


Die Proteine des Blutserums stehen in engem, Zusammenhang mit 
den Proteinen der Leber als zentralem Organ des Eiweifstoffwechsels 
und Bildungsort von Serumproteinen. Kaplanskij u.a.! verglichen 
die elektrophoretischen und immunologischen Eigenschaften von Serum- 
und Leberproteinen der Ratte und fanden, dai die LebereiweiBfraktion 
mit der elektrophoretischen Beweglichkeit der Serumalbumine mit 
diesen auch immunologisch identisch ist, wahrend die Leberfraktionen 
mit £- und y-Globulin-Beweglichkeit sich von den entsprechenden Se- 
rumfraktionen immunologisch unterscheiden. Wegen der hohen Spezi- 
fitat immunologischer Reaktionen ist anzunehmen, da es sich bei der 
elektrophoretisch und immunologisch den Serumalbuminen entspre- 
chenden Leberfraktion um in der Leber gebildetes Albumin handelt, 
das noch nicht in die Blutbahn iibergetreten ist. 


Zur weiteren Klarung der Frage nach der Identitat dieser Leber- 
fraktion mit den Serumalbuminen untersuchte Azjavéik? den Gehalt 
an SH-Gruppen in elektrophoretischen Leber- und Serumfraktionen der 
Ratte. Er fand einen starken Unterschied im SH-Gehalt zwischen den 
Serumalbuminen und der entsprechenden Leberfraktion, nimmt aber 
dennoch an, daB es sich bei dieser Leberfraktion um in der Leber ge- 
bildetes Albumin handelt, das wahrend des Ubertrittes in die Blutbahn 
in seinem SH-Gehalt verandert werden soll. Da Serumalbumin sich nach 
Hughes? in zwei Komponenten zerlegen |aBt, die sich dadurch unter- 
scheiden, daB die eine pro Molekiil eine SH-Gruppe enthalt, die andere 
aber nicht, 1aBt sich der Unterschied im SH-Gehalt zwischen den Serum- 
albuminen und der entsprechenden Leberfraktion bereits dadurch er- 
klaren, daB das Mengenverhiltnis der beiden Komponenten in der Leber 
ein anderes ist als im Serum. Somit kann die Bestimmung des SH-Ge- 





1§. J. Kaplanskij, A.J.Gurvié u. L.K.Starosel’ceva, Biokhimiya 
[Moskau] 28, 114 [1958]. 

2 A.V. Azjavéik, Biokhimiya [Moskau] 23, 244 [1958]. 

3 W. L. Hughes jr., J. Amer. chem. Soc. 69, 1836 [1947]. 
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haltes kaum zur Beurteilung der Identitaét der beiden fraglichen Frak- 
tionen dienen. Wahrend sich die Serumalbuminkomponenten im SH- 
Gehalt stark unterscheiden, weisen sie in der Aminosdéurezusammen- 
setzung auBer bei Cystin keine nennenswerten Unterschiede auf, wie 
Keller und Block‘ an je drei Serumalbuminkomponenten des Menschen 
und des Rindes zeigen konnten. Deshalb erscheint die Untersuchung 
der Aminoséurezusammensetzung der elektrophoretischen Fraktionen 
von Serum- und LebereiweiB geeigneter, der Frage nach der Identitat 
bzw. Verwandtschaft beider EiweiBarten niherzukommen. 

Wie die Abbildung zeigt, liefert die papierelektrophoretische Tren- 
nung von Serumeiwei8 neben den Albuminen zwei «- und zwei £-Glo- 
bulinfraktionen und die y-Globulinfraktion, die Trennung von Leber- 
zelleiweiB eine Fraktion mit Albuminbeweglichkeit, zwei Fraktionen im 
Bereich der x«-Globuline, drei Frak- 
tionen im Bereich der £-Globuline 
und vier Fraktionen im Bereich 
der y-Globuline. Aus Tab.1 geht 
hervor, daB die Hauptmasse der 
Leberproteine die Beweglichkeit 
von f- und y-Globulinen hat. 

Da die Trennung der Unter- 
fraktionen fiir eine praparative ; 
Gewinnung nicht scharf genug ist, Albumin x- o%- B- Be p~Slobutin 
gelangen von den Serumproteinen = 
Albumine, «-, B- und y-Globuline 
als Gesamtfraktionen zur Amino- 
siureanalyse, von den Leberpro- 
teinen die Fraktionen I, II, III 
und IV, welche in ihren elektro- 
phoretischen Beweglichkeiten den 
genannten Serumproteinen ent- 
sprechen. Die Ergebnisse der 
quantitativen Aminosaéurebestim- 
mung dieser Fraktionen sind in 
Tab. 2 zusammengestellt. 

Die deutlichsten Unterschie- 
de in der Aminoséurezusammen- 
setzung bestehen zwischen den Al- 














Elektrophoresestreifen mit Diagram- 

men vom Blutserum und Leberzellplas- 

maeinesPferdes. Oben : Serum-EiweiB; 
unten: Leberzellplasma-EiweiB. 





4S. Keller u. R. J. Block, Arch. Biochem. Biophysics 85, 366 [1959]. 
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buminen und den y-Globulinen. Dabei fallt auf, daB die kleinermole 
kularen Aminoséuren Glycin, Serin, Prolin, Valin und Threonin in den 
y-Globulinen in gréBerer Menge enthalten sind als in den Albuminen, 
wahrend die gréBermolekularen Aminosdiuren Leucin, Asparaginsaure, 
Glutaminsaure, Lysin, Histidin, Phenylalanin und Arginin in den Albu- 
minen gegentiber den y-Globulinen iiberwiegen. Ausnahmen bilden Ala- 
nin und Tyrosin. Zum gleichen Ergebnis gelangten Miiting und Wort- 
mann® bei der Untersuchung menschlicher Serumproteinfraktionen. 


Tab. 1. Prozentuale Mengen der elektrophoretischen Fraktionen von Serum- und 
Leberzelleiwei8. Mittelwerte von 3 Pferden. 








Serumfrakt. % | Leberfrakt. % 
Albumin 34,5 I 3,2 
«,-Globulin 3,1 II, 5,1 
%-Globulin 13,4 II 8,4 
B,-Globulin 9,2 Iii, 6,9 
B.-Globulin 9,9 III 28,5 
III, 6,5 
y-Globulin 30,0 IV, 9,9 
IV 18,0 
IV, 6,3 
iv. 7,2 














Tab. 2. Aminoséurezusammensetzung von Serum- und Leberzelleiwei8 (Mol pro 
100 Mol Aminosauren). Mittelwerte aus Doppelbestimmungen an 3 Pferden. 








Serum Leberproteine 

Alb. | B y I i | mm | Iv 
Se Sere ee 3,8 7,0 8,5 8,6 5,4 8,5 9,8 | 11,0 
a ee a 10,4 8,1 7,4 6,4 | 10,9 9,0 8,9 9,8 
Val(+ Met). ... a0.) 3,7 rf 7,0 | 5,6 7,0 | 69] 6,6 
Leu(+Ileu) ... 12,8 | 11,4 9,4 8,6 | 12,2 | 13,2 | 11,0 | 11,7 
1 Se en ey ere 4,7 6,5 7,8 | 10,0 | 4,7 5,1 5,3 | 5,0 
Sige eee pees 5,5 | 8,5 | 12,0 | 15,8 | 5,6 | 6,4 |. 5,9 7,2 
CC ee See per 5,0] 3,8 | 3,2 | 2,8] 3,5 2,3 1,7 1,7 
eee ee ae 5,1 4,2 3,5 | 2,4 | 5,3 5,1 4,5 | 4,4 
Weir r8sicsahs 2,5] 2,9 | 3,3 3,3 2,1 2,5 | 3,3 2,7 
Je eee ee 1},2 6,5 8,0 6,1 7,8 6,7 7,8 7,1 
RGB toe 3,8 3,8 2,8 2,8 | 4,7 4,2} 3,0] 4,1 
Bre 3 57S s sate im 3,7 3,5 | 3,0 | 2,4] 4,0] 4,1 4,4 | 3,9 
BY 5 sits e eel ae 10,2 9,5 9,7 8,4 | 10,0 | 9,7 | 12,4] 9,1 
GIGS eee ar 13,4 | 11,9 | 10,8 | 10,5 | 14,1 | 11,8 | 10,8 | 12,0 
PRO SSS orgs Ae! ie 4,1 4,6 | 3,3 4,7 4,0 | 44] 44] 3,7 
































5 D. Miiting u. V. Wortmann, Biochem. Z. 325, 448 [1954]. 
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Fiir den Vergleich der Aminosdurezusammensetzung der verschie- 
denen Leber- und Serumfraktionen wird im folgenden der Begriff der 
,Aminoséuretibereinstimmung “ eingefiihrt. Darunter ist die Pro- 
zentzahl der Aminosaurereste zu verstehen, die beim gedachten Ubergang 
eines Proteins in ein anderes zu dessen Auf bau Verwendung finden kénnen, 
d.h. die Prozentzahl der beiden Proteinen gemeinsamen Aminosaure- 
reste. Tab. 3 zeigt die so erhaltenen Werte. 

Fir die Serumproteine ist die Ubereinstimmung in der Amino- 
siurezusammensetzung zwischen elektrophoretisch benachbarten Frak- 
tionen gréBer als zwischen elektrophoretisch nicht benachbarten. Ins- 
besondere ahneln die 6-Globuline den y-Globulinen und die «-Globuline 
den £-Globulinen. Die Globulinfraktionen sind untereinander ahnlicher 
als im Vergleich zu den Albuminen. 

Die Werte der Aminosaureiibereinstimmung fiir die Le berprotein- 
fraktionen fallen dadurch auf, daB allgemein die Ubereinstimmung in 
der Aminoséurezusammensetzung bedeutend gréfer ist als zwischen den 
Fraktionen des Serums. Besonders gro8 ist die Ubereinstimmung 
zwischen den Fraktionen II und IV, II und III und III und IV. Die 
(mit der Geschwindigkeit der Serumalbumine wandernde) Fraktion I 
unterscheidet sich von den drei anderen etwas starker, aber langst nicht 
so stark wie sich die Albumine von den Globulinfraktionen unterscheiden. 


Tab. 3 zeigt schlieBlich auch die Werte der Aminosaureiiberein- 
stimmung zwischen Leber- und Serumfraktionen gleicher elektro- 
phoretischer Beweglichkeit. Die Ubereinstimmung der Leberfraktion I 
mit den Albuminen ist auffallend gro8 und iibertrifft die Ahnlichkeit 
dieser beiden Fraktionen mit sémtlichen anderen Fraktionen. Sie wird 
iiberhaupt nur von der Ubereinstimmung zwischen den Leberfraktionen 
Il und IV iibertroffen. Die Ubereinstimmung zwischen Frakt. II und 
den «-Globulinen ist ebenfalls sehr groB. Zwischen Frakt. III und den 
B-Globulinen ist die Ahnlichkeit merklich schwacher und zwischen 
Frakt. [IV und den y-Globulinen ist sie noch erheblich geringer. 


Tab. 3. Aminosaureiibereinstimmung zwischen den Fraktionen des Blutserums 
und des Leberzellplasmas (%). 























ao p41? .. ka III IV 
Alb. | 87,3 81,6 75,0 94,0 
x a 91,4 86,9 93,5 
B in 92,3 89,3 
y a 83,1 
I is 92,4 89,1 90,9 
I — 93,7 95,1 
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Trotz der groBen Ahnlichkeit zwischen Frakt. I und den Albuminen 
sind die Unterschiede im Gehalt an drei Aminosduren statistisch ge- 
sichert, und zwar wird bei f = 10 Freiheitsgraden die 95% -Sicherungs- 
stufe (¢ = 2,23) fiir die Aminosdéuren Valin (¢ = 3,1), Lysin (t = 3,0) 
und Glycin (¢ = 2,9) tiberschritten. Diese geringen Unterschiede in der 
Aminosaurezusammensetzung miissen jedoch nicht gegen die Identitat 
der Frakt. I mit den Serumalbuminen sprechen. Sie kénnen erklart 
werden aus einer Verunreinigung des Leberzellplasmas mit Bindegewebs- 
proteinen. Diese sind besonders reich an Glycin und Valin und sehr arm 
an Lysin. In einem orientierenden Versuch zeigte sich, daB ihre starkste 
elektrophoretische Fraktion die Beweglichkeit der Leberfraktion I hat. 
Beabsichtigte Untersuchungen der Aminosaéurezusammensetzung dieser 
Bindegewebsfraktion sollen erweisen, ob die beobachteten geringen 
Differenzen in der Aminoséurezusammensetzung zwischen Frakt. I und 
den Serumalbuminen tatsachlich durch solche Verunreinigungen hervor- 
gerufen werden. : 

Die gute Ubereinstimmung der Frakt. II mit den «-Globulinen 
spricht fiir eine nahe Verwandtschaft dieser beiden Fraktionen, wahrend 
die B- und besonders die y-Globuline zu den Leberproteinen deutlichere 
Unterschiede aufweisen, was mit der Annahme der tiberwiegend extra- 
hepatischen Genese dieser Fraktionen iibereinstimmt. 


Beschreibung der Versuche 


Vorbereitung des Materials: Das Material stammt von drei klinisch 
gesunden Kaltblutstuten. Die Leberproben werden mit der auch zur Elektrophorese 
verwendeten Pufferlésung im Verhaltnis 1:1 versetzt und unter Zusatz von 
n-Butanol und Glasbruch in der Reibschale homogenisiert. Der fliissige Teil des 
Homogenates wird zur Entfernung des Butanols im Vak. getrocknet und in 1/; 
seines urspriinglichen Volumens Wasser wieder gelést. Nach Zentrifugieren bei 
3000 U./Min. resultiert ein klarer Extrakt. 

Elektrophorese: Die papierelektrophoretische Trennung erfolgt in Kam- 
mern nach Knapp und Sieler® der Firma Diel, Leipzig, auf Papier Nr. 2043b G1 
der Firma Schleicher & Schiill unter Verwendung eines Veronal-Puffers der Ionen- 
starke 0,06, pH 8, bei einer Spannung von 4,2 V/cm und dauert 15 Stdn. 

Fiir die analytische Trennung werden auf 4 cm breiten Papierstreifen 10 pl 
Serum bzw. Leberextrakt getrennt, mit Amidoschwarz gefarbt und in einem Gerat 
der Firma Medizinische Geratefabrik, Berlin, quantitativ ausgewertet. 

Zur praparativen Trennung werden auf 13 cm breite Papierstreifen 100 yl 
Serum bzw. Leberextrakt aufgebracht. Die Lage der Fraktionen wird auf einem 
schmalen Teilstreifen durch Farben mit Amidoschwarz ermittelt. Die entsprechend 
ausgeschnittenen Fraktionen werden mit physiologischer Kochsalzlésung eluiert. 
Aus den Eluaten werden die Proteine mit Trichloressigsiure gefallt. 

Hydrolyse: Die EiweiBniederschlige der einzelnen Fraktionen werden in 
jeweils 0,25 ml eines Saéuregemisches, das 12°, Salzsiure und 28°, Ameisensaure 
enthalt, 20 Stdn. bei 105° in zugeschmolzenen Glasréhrchen hydrolysiert. An- 
schlieBend wird im Vak. iiber Atznatron getrocknet. 

Aminosaureanalyse: Die Trennung der Aminosauren erfolgt durch zwei- 
dimensionale aufsteigende Papierchromatographie auf etwa 29X29cm groBen 


6 A. Knapp u. H. Sieler, Z. inn. Med. 8, 741 [1953]. 
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Bogen der auch zur Elektrophorese verwendeten Papiersorte. Je etwa 150 ug 
Aminosauregemisch werden analysiert. Als Lésungsmittel dient in der ersten Rich- 
tung ein Gemisch aus tert.-Butanol/85proz. Ameisensiure/Wasser 15: 3: 2, in der 
zweiten Richtung 80proz. Phenol. Die quantitative Bestimmung erfolgt im wesent- 
lichen nach Kisfaludy und Braun’ durch Messung der kei der Ninhydrin- 
reaktion gebildeten Farbstoffe im Pulfrich-Photometer. 


Zusammenfassung 


Die Frage nach den Beziehungen zwischen den Proteinen der Leber 
und des Blutserums wird durch quantitative Bestimmungen der Amino- 
siurezusammensetzung elektrophoretischer Fraktionen beider Eiweib- 
arten behandelt. 

Die Fraktionen der Leber sind in der Aminoséurezusammensetzung 
untereinander weit ahnlicher als die Fraktionen des Serums unterein- 
ander. Die Leberfraktion mit Albuminbeweglichkeit stimmt in der 
Aminosaurezusammensetzung mit der Serumalbuminfraktion am besten 
iiberein, wodurch die Annahme gestiitzt wird, daB es sich bei dieser 
Leberfraktion um in der Leber gebildetes Albumin handelt. Auch die 
x-Globuline zeigen in der Aminosaéurezusammensetzung eine nahe Ver- 
wandtschaft zu der Leberfraktion entsprechender Beweglichkeit im 
Gegensatz zu den £- und ganz besonders den y-Globulinen, die sich von 
den Leberproteinen deutlich unterscheiden. 


Summary 


The relationship between liver proteins and blood serum proteins 
has been studied by a quantitative determination of the amino acid 
composition of electrophoretic fractions of both types of protein. 

In amino acid composition, the liver fractions resemble one another 
far more than do the serum fractions. The liver fraction with the same 
mobility as albumin corresponds best to serum albumin in its amino 
acid composition. This supports the assumption that the liver fraction 
is albumin synthesised in the liver. The «-globulins also show a close 
relationship to the liver fractions of similar mobility. On the other hand, 
the B- and especially the y-globulins differ markedly from the liver 


proteins. 


Dr. Jérg Miiller, Berlin N 4, Hannoversche Str. 28/29, Med. Tierklinik. 


7S. Kisfaludv u. P. Braun, Z. inn. Med. 9, 699 [19541. 
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Struktur und Stabilitat von Schwermetallkomplexen 
basischer Aminosduren mit und ohne Imidazolring 


Von 
Werner Schaeg und Friedhelm Schneider 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Tiibingen 
Direktor: Prof. Dr. Dr. G. Weitzel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juni 1961) 


Friihere Untersuchungen! iiber Struktur und Stabilitat der Zink- 
Komplexe von Histidin und Histidylpeptiden hatten gezeigt, daB das 
Zinkbindungsvermégen des Histidins und Histamins dasjenige 
des Imidazolyl-(4)-glycins bzw. 4-Aminomethyl-imidazols 
iibertrifft, obwohl die Chelat-Fiinfringe des Imidazolylglycins und 4- 
Aminomethyl-imidazols auf Grund komplexchemischer Erfahrung? 
groBere Stabilitét aufweisen sollten als Chelat-Sechsringe, wie sie im 
Zink-Histidin und Zink-Histamin vorliegen. In der vorliegenden Arbeit 
setzen wir diese Untersuchungen fort durch einen komplexchemischen 
Vergleich zwischen Histidin und Imidazoly1-(4)-glycin einerseits, 
2.3-Diamino-propionsaure und 2.4-Diamino-buttersaure an- 
dererseits. 

Die Chelate dieser aliphatischen Diaminosauren lassen sich ebenso 
wie die des Histidins, Histamins, Imidazoly]-(4)-glycins und 4-Amino- 
methyl-imidazols durch die allgemeinen Formeln I und II darstellen, 
welche die enge strukturelle Verwandtschaft der Komplexe und 
ihre Beziehung zu den Stammkérpern der Reihe, Athylendiamin und 
1.3-Diamino-propan, zum Ausdruck bringen. Durch Einfiihrung der 
entsprechenden Substituenten erhailt man alle in dieser Arbeit unter- 
suchten Verbindungen einschlieBlich ihrer Derivate. R bis R’’' sind in 

den aliphatischen Verbindungen durch H-Atome, in den heterocyclischen 
durch den Rest des Imidazolringes zu ersetzen, wahrend R'’” stets -COOH 
bzw. —COO - CH, entspricht. 


R, HR” CH, 
 ( —_—— (, R / \. H R’” 
RY | l e% No% 
| | ‘ | 
aR”, 
R » “* ‘eins ai | 
mt F SN, TH. 
\ Me“ I —. > Fae II 
\ Me “ 
1G. Weitzel, W.Sciueg u. F. Schneider, Liebigs Ann. Chem. 682, 124 


[1960]. 

2 J. Bjerrum, G. Schwarzenbach u. L. G. Sillén, Stability Constants, 
Part I ,,Organic Ligands‘‘, The Chemical Society London, Special Publication 
No. 6 (1957). 
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Wir bestimmten in der vorliegenden Arbeit die Basizitatskon- 
stanten der 2.3-Diamino-propionsaéure und 2.4-Diamino- 
butterséure sowie ihrer Ester und die Komplexkonstanten fiir die 
Metalle Zink, Kobalt(II) und Nickel(II). Unsere friiheren Unter- 
suchungen! tiber Zink-Imidazolyl-(4)-glycin erganzten wir durch 
Heranziehung des Imidazolyl-(4)-glycin-methylesters und durch 
Stabilitatsmessungen an den Kobalt- und Nickel-Komplexen. Die er- 
haltenen Konstanten werden mit den bekannten Konstanten des 
Athylendiamins und 1.3-Diamino-propans im Hinblick auf die Stabilitat 
von Chelat-Fiinf- und -Sechsringen verglichen; zugleich legen wir an 
diesen Komplexen die strukturellen Besonderheiten dar, die sich aus 
einem pH-abhangigen Gleichgewicht zwischen der «-Aminosdureform 
und der Diaminform ergeben. 

Als Stabilitatskonstanten der Komplexe geben wir nicht nur die 
bisher allein iibliche ,,overall‘‘-Konstante an, sondern auch die sog. 
»physiologische Bindungskonstante‘‘. Die letztere wurde von uns?® ein- 
gefiihrt als MaB der bei pH 7,2 vorliegenden Komplexstabilitaét. Die 
overall-Konstante entspricht der Komplexstabilitat, wie sie die Titration 
iiber den gesamten pH-Bereich ergibt, und liefert nur dann ein wahres 
Bild fiir das Metallbindungsvermégen bei physiologischem pH, wenn im 
stirker alkalischen Bereich keine weiteren Bindungskrafte hinzutreten. 
Das letztere ist jedoch bei den meisten organischen Liganden der Fall, 
so daB fiir die biologische Betrachtungsweise die auf pH 7,2 bezogene 
,physiologische Bindungskonstante“ aufschluBreicher ist als die ,,over- 
all‘‘-Konstante. Auch fiir die Liganden der vorliegenden Arbeit ist die 
physiologische Bindungskonstante von Bedeutung, da die unter- 
suchten Verbindungen im Pflanzen- und Tierreich vorkommen: 2.3- 
Diamino-propionséure und 2.4-Diamino-buttersiure treten im Stoff- 
wechsel von Mikroorganismen auf*:>; Imidazolyl-(4)-glycin wurde als 
Picrolonat aus menschlichem Harn isoliert®. 


Beschreibung der Versuche 


Substanzen 
DL-2.3-Diamino-propionsdure-monohydrochlorid, Schmp.: 239° (Biochimica 
Roche). DL-2.4-Diamino-butterséure-monohydrochlorid, Schmp. : 240° (Biochimica 
Roche). Athylendiamin (Schuchard). 
2.3-Diamino - propionsaure - methylester - dihydrochlorid’ wurde 
durch Veresterung der Aminosiure mit methanol. Salzsiure nach dem iiblichen 
Verfahren und Umkristallisation aus Methanol/Ather erhalten. Schmp. 164—166°. 


C,H, )N,0, - 2HCI (191,2) Ber. C137,11 N 14,66 Gef. (136,68 N 14,22 


3 G. Weitzel, J. Engelmann u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 315, 236 [1959]. 

4 T. H. Haskell, S. A. Fusari, R. P. Frohardt u. Q. R. Bartz, J. Amer. 
chem. Soc. 74, 599 [1952]. 

5 J.R. Catch u. T.S8.G. Jones, Biochem. J. 42, 52 [1948]. 


6 R. Engeland, diese Z. 57, 49 [1908]. 
7 E. Fischer u. N. Suzuki, Ber. dtsch. chem. Ges. 38, 4173 [1905]. 
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2.4-Diamino-buttersiure-methylester-dihydrochlorid: Veresteru xg 
der Diaminobutterséure mit methanol. Salzsiure ergab ein Produkt vom Schr p, 
142—144°, 


C;H,,N,0, - 2HCI (205,2) Ber. C134,58 N 13,66 Gef. C134,66 N 13,59 


1.3-Diamino-propan-dihydrochlorid® 


a) 1.3-Diphthalimido-propan: Durch Umsetzung von 0,5 Mol 1.3. 
Dibrom-propan und 1,0 Mol Phthalimidkalium bei 170° im Olbad, Behandeln des 
erkalteten Reaktionsproduktes mit Wasser und zweimaliges Umkristallisieren aus 
Essigsiure erhalt man Nadeln vom Schmp. 197—198°. 


b) Die Abspaltung der Phthalylreste wurde im Bombenrohr mit konz. 
Salzsiure bei 180—200° durchgefiihrt. Nach 3 Stdn. ist die Reaktion beendet; 


man filtriert die Phthalsiure ab und fallt das 1.3-Diamino-propan-dihydrochlorid 


mit Athanol. Umkristallisation aus Wasser/Athanol. 
C,H, 9N, - 2HCI (147,1) Ber. C1 48,21 N 19,04 Gef. (147,95 N 18,89 
pL-Imidazolyl-(4)-glycin, Darstellung nach 1. c.*°. Schmp. 225°. 


DL-Imidazolyl-(4)-glycin-methylester-dihydrochlorid®: Schmp. f 


152—154°. 


4-Aminomethyl-imidazol-dihydrochlorid’®: Durch katalytische Hy- f 
drierung von Imidazol-aldoxim-(4) nach 1. c.!° und mehrmaliges Umkristallisieren [ 


wurde ein Produkt vom Schmp. 245—246° erhalten. 


C,H,N, - 2HCI (170,2) Ber. N 24,71 Gef. N 24,65 


Potentiometrische Titrationen 
Wie von uns beschrieben I. c.? S. 253 und |. c.1 8. 126. 


Zur Berechnung der Basizitaétskonstanten wurde der Aktivitatskoeffizient 
des Wasserstoffs mit 0,782 eingesetzt. 


Komplexkonstanten fiir Kobalt wurden nur angegeben, wenn fiir den Kom- 
plexbildungsgrad n Werte von 1 unter pH 7 erreicht wurden, oder wenn die Kom- 
plexe relativ stark waren. Andernfalls waren Stérungen durch Luftsauerstoff nicht 
auszuschlieBen. 


Ergebnisse und Diskussion 


2.3-Diamino-propionsaure und ihr Methylester sind gemaB 
Formel I als Derivate des Athylendiamins aufzufassen. Daher sind in 
Tab. 1 die Basizitats- und _ ,,overall‘‘-Stabilitatskonstanten sowie die 
physiologischen Bindungskonstanten den entsprechenden Werten des 
Athylendiamins gegeniibergestellt. 

Wie man aus Tab. i ersieht, erniedrigt die Einfiihrung der Carboxy]- 
gruppe — in starkerem Mae der Carbomethoxygruppe — die Basizitat 
der Stickstoffatome. Diese Erniedrigung der Basizitaétskonstanten fiihrt 


8 §. Gabriel u. J. Weimer, Ber. dtsch. chem. Ges. 21, 2669 [1888]. 

® F. Schneider, diese Z. 324, 206 [1961]. 

10 R. A. Turner, Ch. F. Huebner u. C. R. Scholz, J. Amer. chem. Soc. 71, 
2801 [1949]. 
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zu entsprechenden Anderungen der Stabilitatskonstanten, wobei sich 
folgende Zusammenhange ergeben: 


Tab. 1. Basizitétskonstanten von 2.3-Diamino-propionsdure-methylester, 2.3-Di- 
amino-propionsdure und Athylendiamin sowie Stabilitatskonstanten der Zink-, 
Kobalt(II)- und Nickel(II)-Komplexe; log K, - K, = ,,overall**-Konstante ; 

log 6, - b, = physiologische Bindungskonstante bei pH 7,2. 





Stabilitatskonstanten 

















Basizitats- 
konstanten : < 
Substanz Zink Nickel(IT) Kobalt(IT) 
log K | log K| log K | log log log log log log 
a-NH,| 6-NH,|-COOH|K, - K,] b, - b, | K,- Ko} 6, > 6, | Ky Ka} 6, + b, 
| 2.3-Diamino- 
| propionsaure- 
methylester - 
2 HCl* 4,86 | 8,33 | — 8,42 | 6,16 | 12,42 | 10,16 | 8,82 | 6,56 
2.3-Diamino- 
propionsaure 
-1 HCIb 6,76 | 9,34 | 1,59 | 11,64 | 7,36 | 14,78 | 10,50 | 11,88 | 7,60 
Athylendiamin 
- 2 HCle 7,20 | 9,81 | — {10,35 | 4,18 | 13,97 | 7,80 | 10,59 | 4,42 























Fiir die 1:3-Komplexe gelten die folgenden log K,-Werte: 
a) log K; fiir Zn: 4,86 Co: 2,13 Ni: 3,96 b)log K, fiir Ni: 3,53 ¢)log K, Zn: 2,13 Co: 2,56 Ni 4,18. 


Den hohen Basizitaétskonstanten des Athylendiamins entsprechen 
hohe ,,overall‘‘-Stabilitatskonstanten und relativ geringe physiologische 
Bindungskonstanten. Die ,,overall‘‘-Stabilitétskonstanten des viel weni- 
ger basischen 2.3-Diamino-propionsaéure-methylesters liegen dagegen 
etwa 2 log-Einheiten tiefer als die ,,overall‘‘-Konstanten des Athylen- 
diamins, umgekehrt liegen die physiologischen Bindungskonstanten um 
denselben Betrag hdher. Die 2.3-Diamino-propionsdure dagegen hat 
trotz geringerer Basizitat héhere Stabilitatskonstanten und auch héhere 
physiologische Bindungskonstanten als das Athylendiamin. Eine Er- 
klarung hierfiir bietet Albert", der fiir den 2.3-Diamino-propionsaure- 
Kupferkomplex zwei Formen vorgeschlagen hat, die in einem pH-ab- 
haingigen Gleichgewicht stehen, welches stark zugunsten der Diamin- 
form verschoben ist: 


CH, —CH-——C = 0 CH, —— CH — C0,° 


| | OHO | | 
NH,° NH, 0 ae NH, NH, 
i ‘\ x 
Me A Me Ms 


Albert"! hat zwar ein ahnliches Gleichgewicht fiir Nickel, Zink und 
Kobalt nicht in Betracht gezogen. Aus unseren Befunden (s. Abb. la 


‘1 A, Albert, Biochem. J. 50, 690 [19521. 
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und b) geht hervor, daB bei den Komplexen der Diamino-propionsaure 
der n-Wert = 1* bei pH-Werten erreicht wird, die um 0,7—0,9 pll. 
Einheiten niedriger liegen als bei den Komplexen des Methylesters, 
obwohl dieser weniger basisch ist. (x = 1 wird bei den Komplexen der 
Diamino-propionsaure bei einem Aquivalent verbrauchter Lauge, bei den 
Komplexen des Methylesters dagegen bei 1,5 Aquivalenten Lauge er. 
reicht.) Daraus folgt, daB bei identischen pH-Werten die Diaminopro. 
pionsaure einen héheren Komplexbildungsgrad aufweist als ihr Methyl. 
ester. Demnach ist auch fiir Zink, Kobalt und Nickel im pH-Gebiet unter 
5 das Vorliegen der x-Aminoséureform anzunehmen. Wiirden sich 2.3- 
Diamino-propionsaure und ihr Methylester komplexchemisch gleich ver- 
halten, so miiBte die Komplexbildung des weniger basischen Methyl. 


esters bei tieferen pH-Werten beginnen. Die Méglichkeit, im sauren | 


pH-Bereich einen fiinf-gliedrigen Chelatring zwischen Carboxyl- und 
x-Aminogruppe auszubilden, begiinstigt die Abspaltung des Protons an 
der «-Aminogruppe. Die ermittelte ,,overall‘‘-Konstante stellt alsc eine 
Mischkonstante aus x-Aminosadureform und Athylendiaminform dar. 


Be 


















































———s 

/ 15 4 05 ] 15 2 

Aquiv. KOH» 

Abb. 1. Titrationskurven von DL-2.3-Diamino-propionsaure - HCl (a) und pbL-2.3- 
Diamino-propionsaure-methylester - 2 HCl (b). 


I = Neutralisationskurve, 10-2 m. 
II = mit ZnCl, 5 x 10-3 m, Saure 10-2 m. 
IIT = mit NiCl, 5 x 10-3 m, Saéure 10-2 m. 


* DefinitionsgemaB bedeutet n die durchschnittliche Anzahl Ligandmolekeln, 
welche an ein Metallion gebunden ist. Fiir einen 1:2-Komplex ist bei 7 = 1 die 
Konzentration an 1:2-Komplex gleich der Konzentration an freien Metallionen 
und log K,- K, gegeben durch — 2 log [freier Ligand], da die Komplexbildungs- 
gleichung im Sinne des Massenwirkungsgesetzes folgende Form hat: 


‘+x, [1:2-Komplex ] 





~~ [freie Metallionen ] [freier Ligand ]? 
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Imidazolyl-(4)-glycin und sein Methylester lassen sich eben- 
falls als Derivate des Athylendiamins betrachten, wobei (siehe Formel I) 
ein Stickstoffatom der Diaminstruktur zugleich dem Imidazolring an- 
gehort. Die Ergebnisse der potentiometrischen Titrationen sind in Tab. 2 
zusammengefaBt. 


Tab. 2. Basizitatskonstanten von 4-Aminomethyl-imidazol, 1.3-Diaminopropan 

und ihren Derivaten sowie Stabilitatskonstanten der Zink-, Kobalt(II)- und Nickel- 

(II)-Komplexe. log K,- K, = ,,overall‘‘-Konstante; log b, - 6, = physiologische 
Bindungskonstante bei pH 7,2. 





Basisitate- Stabilitatskonstanten 


konstanten Zink Nickel (II) Kobalt (II) 


Substanz log K 
log K po log K]| log | log | log | log log log 

a-NH, i -COOH|K, - K,] b, - 6, |K,- Ky} b, - b, |K,- Ky} b, «by 
y-NH, 





Imidazolyl-(4)- 
glycin-methyl- 
ester - 2HC1 6,97 | 3,42 — 8,43 | 8,43 | 10,07 | 10,07 | 8,48 | 8,48 


Imidazolyl-(4)- 
glycin - HCl 9,01 | 4,55 | 1,88 | 9,80*) 6,18*) 11,72 | 8,10 | 9,82 | 6,2 


4-Aminomethy]l- 
imidazol-2HCl>} 9,45 | 4,47 | — 8,54 | 4,04 11,12 | 6,62) — — 


2.4-Diamino- 
buttersaure- 
methylester 
- 2HCl 6,23 | 8,74 —_ 7,08 | 4,08 | 9,38 | 6,3 — -- 
2.4-Diamino- 
buttersaure- 
- HCl 8,31 | 10,25 | 1,87 |12,25 | 3,93 | 16,10 | 7,78 | 12,56 | 4,24 


1.3-Diamino- 
propan - 2HCle | 9,12 | 11,03 oa a= — |10,88 — — oo 





























Soweit 1:3-Komplexe auftreten, gelten folgende Werte fiir log K,: a)log K; Ni: 2,12; b) log K, 
Ni: 290; c) log K,Ni: 2,02. 

* Die friiher (1.c.') von uns fiir Zink-Imidazolyl-glycin ermittelten vorliufigen Werte fiir 
logK,- K, und log b, - b, sind, wie dort (siehe 1. c.1, S. 128) bereits mitgeteilt und begriindet, etwas 
zu hoch. 


Danach liegen die Stabilitaétskonstanten der Schwermetallkomplexe 
des Imidazolyl-(4)-glycins héher als die des 4-Aminomethyl-imidazols, 
obwohl die Basizitétskonstanten der Aminosaure niedriger liegen. Somit 
besteht Analogie zum Verhalten des Substanzpaares 2.3-Diamino-pro- 
pionséure/Athylendiamin (s. Tab. 1). Aus den Titrationskurven laBt sich 
fiir das Imidazolyl-(4)-glycin eine Beteiligung der «-Aminosdureform 
nicht direkt entnehmen, ist aber wahrscheinlich, da die Komplexbildung 
im selben pH-Bereich beginnt wie beim Imidazolyl-(4)-glycin-methylester. 
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Die Méglichkeit, daB aus sterischen Griinden die Bildung deg 
Chelat-5-Ringes bei den Derivaten des 4-Aminomethyl-imidazols be. 
hindert ist und daB auch beim Imidazolyl-(4)-glycin mit .einem 
Komplexgleichgewicht gerechnet werden muB, ist bereits von uns er. 
értert worden!. Die physiologischen Bindungskonstanten des Esters 
sind wegen der tieferen Basizitétskonstanten gegeniiber den physiolo. 
gischen Bindungskonstanten des Imidazoly|-(4)-glycins erhéht und mit 
den ,,overall*‘*-Stabilitatskonstanten identisch. Imidazolylglycin-methyl- 
ester besitzt daher gegeniiber Zink, Kobalt und Nickel die héchste 
physiologische Bindungskonstante aller in der vorliegenden Arbeit unter- 
suchten Liganden. Die um 4 log-Einheiten geringere physiologische 
Bindungskonstante des 4-Aminomethyl-imidazols wird durch die hohe 
Basizitatskonstante der Aminogruppe bedingt. 


Bemerkenswert ist, daB die Derivate des 4-Aminomethyl-imidazols, 
welche einen Chelat-5-Ring ausbilden kénnen, kleinere Stabilitats- 


konstanten besitzen als die zur Bildung von Chelat-6-Ringen befahigten | 


Histaminabkémmlinge. Weder die hdheren Basizitétskonstanten der 
Histaminderivate, noch das Vorhandensein aromatisch gebundenen 
Stickstoffs kénnen diesen Befund erklairen. Bei der Untersuchung des 


Nickelkomplexes von 4-Aminomethyl-imidazol fanden Holmes und f 
Jones" ebenfalls geringere Stabilitatskonstanten (die Werte sind mit P 


den unsrigen in Tab. 2 praktisch identisch) als beim Nickelkomplex des 
Histamins. Dagegen besitzt nach den gleichen Autoren!” das zur Bildung 
von Chelat-5-Ringen befaihigte 2-Aminomethyl-pyridin héheres Bin- 
dungsvermégen gegeniiber Nickel(II), Kobalt(I1) und Kupfer als das 
zur 6-Ring-Bildung befahigte 2-Aminoathyl-pyridin. Die komplex- 
chemische Ausnahmestellung der Imidazolderivate kehrt offenbar bei 
den Pyridinderivaten nicht wieder. 


In der 2.4-Diamino-buttersadure und ihrem Ester liegen Deri- 
vate des 1.3-Diamino-propans (Formel II) vor. Das komplexchemische 
Verhalten dieser Verbindungen wird durch ihre hohe Basizitat und die 
MOglichkeit zur Ausbildung von Chelat-6-Ringen bestimmt. 


Sowohl die _,,overall‘‘-Konstanten als auch die physiologischen 
Bindungskonstanten des Diamino-buttersadure-esters (Tab. 2) 
liegen tiefer als die entsprechenden Konstanten des Diamino-propionsaure- 
esters (Tab. 1). Denn die Hohe der ,,overall‘‘-Konstanten wird jetzt in 
erster Linie von der geringeren Bildungstendenz des Chelat-6-Ringes 
bestimmt, welche den EinfluB der héheren Basizitat iiberwiegt. Ein 
direkter Vergleich mit den Konstanten des 1.3-Diamino-propans ist nur 
fiir Nickel méglich, da Konstanten fiir Zink und Kobalt nicht ermittelt 
werden konnten, denn in beiden Fallen fiel trotz fiinffachem Ligand- 
tiberschuB Metallhydroxyd aus. 


22 F. Holmes u. F. Jones, J. chem. Soc. [London] 1960, 2398. 
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Die Berechnung der physiologischen Bindungskonstante aus der 
,overail‘’-Konstante des 1.3-Diamino-propan-Nickelkomplexes ergibt, 
daB bei pH 7,2 praktisch kein 
Bindungsvermégen vorhanden | 

| 
| 








ist. Dieser Befund wird sofort _, 
verstandlich, wenn man _ die : 10 
Titrationskurve betrachtet (Abb. 
2), die bei pH 7,2 mit Nickel fast 
keine Abweichung von der Neu- 
tralisationskurve zeigt. 














Abb. 2. Titrationskurve von  1.3- 

Diamino-propan, 10-2 m. I = Neu- 

tralisationskurve; II = mit NiCl, 
5- 10-*m. 








Vergleicht man das Metallbindungsvermégen der 2.4-Diamino- 


| buttersaiure (Tab. 2) mit den entsprechenden Werten der 2.3-Diamino- 


propionsdure (Tab. 1), so ergibt sich, da Diamino-butterséure héhere 
,overall‘‘-Stabilitatskonstanten, jedoch niedrigere physiologische Bin- 
dungskonstanten besitzt. Fir dieses Verhalten sind folgende Griinde 


» mafgebend: 


Die hdhere Basizitat der x-Aminogruppe macht die Diaminobutter- 
siure zur starker komplexbildenden «-Aminosiure. Es kommt hinzu, dah 


| die Diaminform hier einen weniger stabilen Chelat-6-Ring bildet, so daB 
/ auch deshalb die «-Aminoséureform starker ins Gewicht fallt als bei 


der Diaminopropionsaure. Die Titrationskurven lassen deutlich er- 
kennen, daB bei der Diamino-buttersiure in hédherem MaBe als bei der 
Diamino-propionsaure die x-Aminosdureform am Komplexgleichgewicht 
beteiligt ist. Die hdheren ,,overall‘‘-Stabilitatskonstanten der Diamino- 
buttersiure werden somit durch das erérterte Komplexgleichgewicht 
bedingt und nicht etwa durch eine gréBere Bildungstendenz des Chelat-6- 
Ringes. 


SchluBfolgerungen 


Die potentiometrische Untersuchung der Schwermetallkomplexe der 
in der vorliegenden Arbeit behandelten basischen Aminoséuren und der 
von ihnen abgeleiteten Ester zeigt somit in Ubereinstimmung mit der 
komplexchemischen Erfahrung?!* eine Abhangigkeit der Stabilitats- 
konstanten von den Basizitétskonstanten der chelatbildenden Stick- 
stoffatome in dem Sinne, daB hohe Basizitatskonstanten hohe Stabilitats- 
konstanten bedingen. Neben der Basizitat der Stickstoffatome ist das 
Gleichgewicht zwischen der «-Aminosaurestruktur und der Diamin- 
struktur der Komplexe ausschlaggebend fiir ihre Stabilitat. 


ag P. Datta u. B. R. Rabin, Biochem. biophysica Acta [Amsterdam] 19, 
572 [1956]. 
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Obwohl die behandelten Diaminosiauren drei Donatorgruppen be. 
sitzen, ist eine dreizihnige Struktur der Nickel- und Kobaltkomplexe 
im Falle der Diaminopropionséure und des Imidazolyl-(4)-glycins in 
Ubereinstimmung mit den von Schwarzenbach" erérterten Struktur. 
prinzipien ausgeschlossen. Eine dreizahnige Komplexstruktur mit zwei 
Chelat-5-Ringen ist nach Schwarzenbach nur dann spannungsfrei 
mdglich, wenn ein Donatoratom gleichzeitig Briickenatom ist. Fiir die 
Komplexe der Asparaginsiure mit Metallen der Koordinationszahl 6 
haben Chaberek und Martell* eine dreizahnige Struktur angenommen, 
die eine Kombination von Chelat-5- und -6-Ring darstellt. Eine solche 
dreizihnige Struktur kann fiir den Nickelkomplex der strukturell ahn. 
lichen Diamino-butterséure ebenfalls diskutiert werden. Es ist jedoch 


nicht mdglich, aus den Titrationskurven die Beteiligung einer drei- ff 


zahnigen Struktur am Komplexgleichgewicht herzuleiten. 


Zusammenfassung 


Von 2.3-Diamino-propionsdure, 2.4-Diamino-buttersiure, Imid- f 


azolyl-(4)-glycin und ihren Methylestern wurden die Basizitats- 
konstanten sowie von den Zink-, Kobalt- und Nickelkomplexen die 


Stabilitatskonstanten durch potentiometrische Titration bestimmt und f 
mit den entsprechenden Werten des Athylendiamins und 1.3-Diamino- f 


propans verglichen. 

Die ,,overall-Stabilitatskonstanten dieser Verbindungen 
sind am hoéchsten bei 2.4-Diamino-buttersaure (log K,-K, Zn = 12,25, 
Co = 12,6, Ni = 16,1), wahrend die Werte fiir 2.3-Diamino-propion- 
siure etwa eine log-Einheit, diejenigen fiir Imidazolyl-(4)-glycin bis zu 
4 log-Einheiten niedriger liegen. Die ,,overall‘‘-Konstanten der Ester 
sind stets geringer als die entsprechenden Werte der freien Aminosaéuren 
und der dazugeh6rigen Diamine. 

Die physiologische Bindungskonstante (bezogen auf pH 7,2) 
ist am héchsten bei Imidazoly1-(4)-glycin-methylester (log 6, b, Zn = 8,43, 
Co = 8,48, Ni = 10,07), wahrend die freien Aminosauren in der Reihen- 
folge 2.3-Diamino-propionsaure, Imidazoly|l-glycin, 2.4-Diamino-butter- 
siure abnehmende Werte zeigen. 

Das komplexchemische Verhalten der Diaminoséiuren wird durch 
ein pH-abhangiges Komplexgleichgewicht zwischen «-Aminosaéureform 
und Diaminform erklart. 

Summary 

The basicity constants of 2,3-diaminopropionic acid, 2,4-diamino- 
butyric acid, 4-imidazolyl-glycine and their methyl esters, and the 
stability constants of thezinc, cobalt and nickel complexes have been 
determined by potentiometric titration and compared with the corres- 
ponding values for ethylenediamine and 1,3-diaminopropane. 


u G. Schwarzenbach, Analytic. Chem. 82, 6 [1960]. 
15 §. Chaberek u. A. E. Martell, J. Amer. chem. Soc. 74, 6021 [1952]. 
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The overall stability constants are highest for the 2,4-diamino- 
butyric acid compounds (log K,-K, Zn = 12.25, Co = 12.6, Ni = 16.1), 
while the values for 2,3-diaminopropionic acid are about one and the 
values for 4-imidazolyl-glycine up to 4 logarithmic units lower. The 
overall constants for the esters are always lower than those for the 
corresponding free amino acids and the related diamines. 

The physiological binding constant (at pH 7.2) ist highest for 4-imid- 
azolyl-glycine-methyl-ester (log b,-b, Zn = 8.43, Co = 8.48, Ni = 10.07) 
while the free amino acids, in the order 2,3-diaminopropionic acid, 
imidazolyl-glycine, 2,4-diaminobutyric acid, have decreasing values. 

The complexing properties of the diamino acids are explained by 
a pH-dependent equilibrium between «-amino acid and diamine forms. 





















Dr. Werner Schaeg, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat 
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Einwirkung von Trypsin auf geléstes Kollagen 


Von 
K. Kiihn, J. Kiihn und K. Hannig 
Aus dem Anorganisch-Chemischen Institut der Universitat Heidelberg 


und 
dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Juni 1961) 


Wahrend der Mechanismus der seitlichen Zusammenlagerung der 
Tropokollagen-(TK-*)Molekiile bei der Bildung der verschiedenen Kolla- 
genformen im groBen und ganzen aufgeklart ist (vgl. l.c.1), herrscht iiber 
die End-an-End-Verkniipfung noch Unklarheit. Nach einer Theorie von 
Hodge u. a.? geschieht die Endverkniipfung iiber tyrosinhaltige Schwanz- 
peptide, die an den Enden der TK-Molekiile als einzelne Peptidketten 
aus den Dreikettenschrauben** herausragen. Ein solches Schwanzpeptid 
soll sich wahrend der Fibrillenbildung mit dem Schwanzpeptid eines 
anderen TK-Molekiils zu einer neuen Peptidschraube verdrillen, die durch 
H-Briicken zusammengehalten wird. Eine Stiitze dieser Theorie sehen 
die Autoren in ihren Untersuchungen iiber die Einwirkung von proteoly- 
tischen Enzymen auf geléste TK-Molekiile. Sie konnten aus mit Trypsin 
und Pepsin behandelten Kollagenlésungen zwar Long-Spacing-Segmente 
(SLS), nicht aber Fibrillen des nativen Typs herstellen. 

Die Fibrillenbildung gelang ihnen weder durch Dialyse essigsaurer 
Kollagenlésungen gegen Natriumchloridlésungen, noch durch Erwarmen 
von Neutralsalzlésungen des Kollagens. 

Sie erklaren ihre Befunde damit, daB die Enzyme zwar nicht die 
Dreikettenschrauben, dagegen aber die an den Enden als einzelne Peptid- 
ketten herausragenden Schwanzpeptide ganz oder teilweise abbauen 
kénnen. Die TK-Molekiile sollen dadurch die Fahigkeit zur Endverkniip- 
fung verlieren. 

Die Autoren konnten nach Trypsinabbau elektrophoretisch eine be- 
sonders stark tyrosinhaltige Fraktion isolieren, in der sie die Haupt- 
menge der abgespaltenen Schwanzpeptide vermuten. 


* Verwendete Abkiirzungen: TK = Tropokollagen; SLS = segment long 
spacing (Long-Spacing-Segmente); ATP = Adenosintriphosphat; PWS = Phos- 
phorwolframsaure. 

** Nach Rich und Crick® bestehen die TK-Molekiile aus drei Peptidschrau- 
ben, die sich um eine gemeinsame Achse zu einer Uberschraube, der Dreiketten- 
schraube, verdrillen. 

1K. Kiihn u. E. Zimmer, Z. Naturforsch. im Druck. 

2 A. J. Hodge, J. H. Highberger, G. G. J. Deffner u. F. O. Schmitt, 
Proc. nat. Acad. Sci. USA 46, 197 [1960]. 

3 A. Rich u. F. H. C. Crick, Nature [London] 176, 915 [1955]. 
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Auch Bensusan und Mitarbeiter’ réumen den tyrosinhaltigen Be- 
reichen der TK-Molekiile eine besondere Rolle bei der Fibrillenbildung 
ein. Sie konnten nach Behandeln von Kollagenlésungen mit Jod, wobei 
sich Mono- und Dijodtyrosin bilden, eine schnellere Fibrillenbildung bei 
Erwarmung von Neutralsalzlésungen des Kollagens beobachten. Sie fiih- 
ren dies auf eine Erniedrigung des pK-Wertes der phenolischen Hydroxyl- 
gruppe des Tyrosins zuriick. 

Nach unseren Untersuchungen enthalten SLS-Praparate, also mit 
ATP aus saurer Lésung niedergeschlagene TK-Molekiile, nur noch sehr 
wenig oder tiberhaupt kein Tyrosin'. Trotzdem konnten wir nach Auf- 
lésen von tyrosinfreien SLS in saurem Citratpuffer und Dialyse gegen 
Wasser Kollagenfibrillen des nativen Typs mit einer unterteilten Quer- 
streifung beobachten. Um diese Widerspriiche zu klaren, haben wir die 
Einwirkung von Trypsin auf geléste TK-Molekiile naher untersucht. 


1. Einwirkung von Trypsin auf geléste TK-Molekiile 

Bei Abbauversuchen mit den tiblichen Enzymkonzentrationen (Kol- 
lagen: Enzym = 100:1 und 50:1) konnten wir keine Veranderung im 
Verhalten der TK-Molekiile feststellen. Wir haben daher, um wirklich 
alle spaltbaren Bindungen an den Enden der TK-Molekiile zu erfassen, 
die Trypsinbehandlung besonders intensiv, d. h. bei médglichst hoher 
Temperatur, hohen Enzymkonzentrationen und iiber langere Zeiten hin- 
weg durchgefiihrt. Eine eventuelle Denaturierung der TK-Molekiile, d. h. 
eine Zerstérung der Dreikettenschraube mit nachfolgender Hydrolyse 
der Peptidketten, haben wir durch Messung der optischen Drehung wah- 
rund des Abbaus verfolgt. 

Abb. 1 zeigt die Anderung der optischen Drehung mit der Zeit unter 
verschiedenen Versuchsbedingungen. Bei Trypsinkonzentrationen von 
1 mg/m/ und einer Kollagenkonzentration von 3 mg/ml geht die optische 
Drehung bei 25° innerhalb von 17 Stdn. von [«],4, = — 480° auf — 194°, 
also praktisch auf den Wert fiir denaturiertes Kollagen zuriick (Kurve IV, 
Abb. 1). Die TK-Molekiile werden zu 95% denaturiert und proteolytisch 
abgebaut. Bei 20° werden dagegen nach 17 Stdn. nur 35% der TK-Mole- 
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4 H. B. Bensusan u. Ann Scanu, J. Amer. chem. Soc. 82, 4990 [1960]. 
4* 
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kiile zerstért (Kurve IIIa). Erwarmt man auf 35°, so geht innerhalb von 
einer Stunde die Drehung auf den Endwert von — 182° zuriick (Kurve 
IIIb), d. h. es erfolgt eine vollstandige Zerstérung. Verringert man die 
Enzymkonzentration auf 0,2 mg Trypsin/m/ (Kollagenkonzentration 
2 mg/m/), so werden bei 25° 28% der TK-Molekiile véllig abgebaut, wah- 
rend bei 20° die optische Drehung praktisch konstant bleibt. (Kurven IT 
und I). 

Die Ausbeute an Fibrillen des nativen Typs, die aus den mit Trypsin 
behandelten Lésungen abgeschieden werden konnten, entsprach dem 
Riickgang der optischen Drehung (Tab. 1). Das bedeutet: alle TK- 
Molekiile, deren Dreikettenschrauben nicht zerstért sind, 
kénnen sich trotz der intensiven Enzymbehandlung wieder 
zu Fibrillen zusammenlagern. 


Tab. 1. Ausbeute an Fibrillen des nativen Typs aus mit Trypsin behandelten 
(15 Stdn.) Kollagenlésungen im Vergleich zur Anderung der optischen Drehung. 








ee Abnahme der " Abnahme der 
yi 8 opt. Drehung Kollagenausbeute 
Koll. : Enzym 
I 10:1, 20° 8% 13% 
Mm 10:12)". 28% 35% 
IIIa 3:1, 20° 35% 44%, 
IlIb 3:1, 35° 100% 100% 
ty «3: 1,20" 95% 90% 








2. Gehalt an Aminosauren und Kohlenhydraten 


Tab. 2 gibt die Aminoséurezusammensetzung einiger in Lésung mit 
Trypsin behandelter und anschlieBend als Fibrillen ausgefallter Kollagen- 
praparate wieder. Eine wesentliche Veranderung zeigt nur der Wert fiir 
Tyrosin, der von 0,39 bis auf 0,15 Mol/100 Mol Aminosauren zuriickgehen 
kann. Da Trypsin 6% Tyrosin enthalt und da mit verhaltnismaBig sehr 
hohen Enzymkonzentrationen gearbeitet wurde, kann nicht entschieden 
werden, inwieweit das restliche Tyrosin (0,15 Mol/100 Mol) aus den ur- 
spriinglichen Kollagenpraparaten oder aus nicht vollstandig abgetrenntem 
Trypsin stammt. 

Der Hexosen- und besonders der Hexosamingehalt sinken durch die 
Trypsinbehandlung auf Werte ab, wie man sie nur bei hochgereinigten 
Kollagenpraparaten findet (Tab. 2). Auch das sonstige Verhalten ahnelt 
stark hochgereinigten Kollagenpraparaten. 

Um keine Unterschiede zwischen gereinigtem und mit Trypsin be- 
handeltem Kollagen zu iibersehen, haben wir die bisher von uns angewand- 
ten Reinigungsoperationen und den Trypsinabbau an ein und demselben 
Kollagenpraparat vergleichend nebeneinander durchgefiihrt. Dazu wurde 
eine mit Natriumacetat vorgereinigte Kalbshaut mit Natriumcitratpuffer 
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(pH3,7) extrahiert, das Kollagen durch Dialyse gegen Wasser als Fibrillen 
des nativen Typs ausgefallt und gefriergetrocknet. Dieses Rohprodukt 
wurde auf zwei verschiedene Arten gereinigt : 


1. durch ,,Umkristallisieren‘‘ (Auflésen in Citratpuffer, sorgfaltiges Zen- 
trifugieren und wieder Ausfallen durch Dialyse gegen Wasser’), 


2. durch Auflésen in Essigséure, Fallen der TK-Molekiile mit ATP als 
SLS!, wieder Auflésen in Citratpuffer und Fallen als Fibrillen. 


Die Behandlung des Rohprodukts mit Trypsin (Kollagen : Enzym 
= 10:1, 20°, 15 Stdn.) geschah nach Lésen in Calciumchloridlésung 
(pH8). 

Tab. 2. Aminoséurezusammensetzung (Mol/100 Mol Aminosiuren) und Kohlenhy- 


dratgehalt (Gew.-%) von unbehandeltem Kollagen und von in Liésung mit Trypsin 
behandeltem (15 Stdn.) und als Fibrillen wieder abgeschiedenem Kollagen. 





























mit Trypsin behandelt 
Aminosaure unbehandelt Kollagen : Enzym 
3:1, 20° 3:1, 25° 10:1, 25° 
Mol/100 Mol 

Bas» tats a eater er 4,65 4,45 4,44 4,47 
eee eae 7,68 7,65 7,45 7,34 
RENE eee reece ee 33,10 33,30 33,36 33,55 
ta as ate tees i San tigate 10,56 10,79 11,00 11,01 
RRS cee eres eam Re 3,18 3,28 3,45 3,51 
a er ee eee 1,79 1,70 1,62 1,61 
a ae oe. GG Lie 0,39 0,20 0,15 0,25 
RE 25s" Ae? Uys a) Sa 2,08 1,99 1,12 2,14 
ARR a Se merece aes 0,31 0,69 0,56 0,66 
IRS arm en Pome rte 1,41 1,21 1,11 1,04 
BN hie es cay ey Bee 2,66 2,65 2,50 2,44 
Be ogg naar te) ae as 1,26 1,32 1,15 1,29 
BR Nt has, get Sete A) es te 13,18 13,20 13,18 13,10 
EEE a fis ote Fat ; 8,96 8,79 9,14 8,67 
BS Ses 5 ee toe 0,58 0,54 0,50 0,45 
Bs 6p ga a ee age 2,84 2,63 2,78 2,79 
SIs ar outta s,* See 0,60 0,70 0,65 0,70 
REE aay ta eds utes 4,82 4,91 4,84 4,98 

100,00 100,00 | 100,00 100,00 

Gew.-% 

eer ee eee 0,85 0,74 0,74 0,74 
Hexosamin. ..... 0,21 0,04 0,04 0,03 


Die Analysen dieser Praparate unterscheiden sich wiederum nur in 
ihrem Tyrosingehalt (Tab. 3). Durch Reinigen iiber SLS und durch den 
Trypsinabbau wird das Tyrosin besser entfernt als durch ,,Umkristalli- 
sieren“. 


5 K. Kiihn, W. GraBmann u. U. Hofmann, Z. Naturforsch. 14, 436 [1959]. 
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Tab. 3. Aminoséurezusammensetzung (Mol/100 Mol Aminosiuren) und Kohlen- 
hydratgehalt (Gew.-%) von verschieden gereinigten und mit Trypsin behandeltcn 


Kollagenpraparaten (Koll. : Enzym 10: 1, 20°, 15 Stdn.). 




















ieee . . —e mit Trypsin 
Aminosaure Rohkollagen} umkrist. |iiber SLS ger. bohesslelt 
Mol/100 Mol 
ne SEED ay ok, 4,65 4,69 4,88 4,67 
LSS tary a 7,68 7,66 7,50 7,80 
AGES ss aa tee ee 33,10 33,22 33,34 33,40 
BSR 6S) ase SE ee 10,56 10,56 10,60 10,81 
oS Ean ether ere 3,18 3,12 3,20 3,23 
MMs bi Suisse nes oh 1,79 1,76 1,91 1,72 
BEES.) dpia: aete. eee 0,39 0,29 0,10 0,11 
ESE pad ce fer 2,05 2,08 2,42 1,95 
BN a4 oAual eNO eee 0,63 0,31 0,30 ' 0,38 
SE er 1,33 1,41 1,36 1,23 
US Var ie Sara ger 2,68 2,66 2,77 2,40 
BOE step oe el eee 1,28 1,26 1,25 1,27 
BOE ss esas ocho athe 13,00 13,80 13,08 13,13 
REED eo. 2) ee sess 8,80 8,96 8,32 9,00 
Wey Se gato eee 0,54 0,58 0,60 0,54 
LE Riana tay aes BP RD Soe 2,84 2,84 2,76 2,77 
MYVIVS 2 2 85-k arses 0,60 0,60 0,60 0,60 
Bay =. coos ae es 4,90 4,82 5,00 4,99 
100,00 | 100,00 100,00 | — 100,00 
Gew.-% 
BEGRORDR 5 5. eee 1,00 0,82 0,87 0,70 
Hexosamin. ..... 0,19 0,15 0,10 0,024 








Auch der Hexosamingehalt, ein Mafstab fiir die Reinheit eines Kol- 
lagenpraparates, sinkt nach Reinigung tiber SLS und durch Trypsin- 
abbau weit mehr als durch Umkristallisieren (Tab. 3). Der Hexosen- 


gehalt ist bei tber SLS gereinigten Praparaten etwas hoher. 


3. Ausfallung von Kollagenfibrillen des nativen Typs 
aus vorbehandelten Kollagenlésungen 

a) Ausfallen durch Dialyse von Lésungen in Citratpuffer 
gegen Wasser: Zur Darstellung der Fibrillen des nativen Typs haben 
wir die Trypsinabbaulésungen, die Calciumchlorid und Trispuffer ent- 
hielten, zundchst gegen verdiinnte Essigsiure, dann gegen Citratpuffer 
(pH3,7) und schlieBlich zum Ausfallen der Fibrillen gegen Leitungswasser 
dialysiert. Dabei fallen simtliche noch nicht denaturierten TK-Molekiile 


als gut strukturierte Fibrillen aus. 


Die Fibrillen erscheinen gegeniiber ungereinigten Rohprodukten 
(Abb. 2) diinner und kontrastaérmer (Abb. 3a). Da aber die durch Um- 
kristallisieren und die tiber SLS gereinigten Fibrillen ebentalls diinn und 
kontrastarm sind (Abb. 3b) (vgl. auch l|.c.°), scheint dieser Effekt nicht 


auf eine spezifische Wirkung des Trypsins auf die TK-Molekiile, sondern 
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auf einem Abbau von Begleitsubstanzen, also auf einer Reinigung zu 
beruhen. 





Abb. 2. Kollagenfibrillen, entstanden durch Dialyse von Kollagenlésungen in 
Citratpuffer, pH 3,7, gegen Wasser, behandelt mit PWS und Uranylacetat. 


Kollagen ungereinigt. Elektr.-optische VergréBerung 24100:1. 





a) b) 
Abb. 3. Kollagenfibrillen, entstanden durch Dialyse von Kollagenlésungen in 
Citratpuffer, pH 3,7, gegen Wasser, behandelt mit PWS und Uranylacetat. 


a) Kollagen in Lésung mit Trypsin behandelt 
(Kollagen: Enzym 10 :1, 20° 15 Stdn.) 


b) Kollagen titber SLS gereinigt. Elektr.-optische VergréBerungen 24 100: 1. 


Fibrillen (a und b) erscheinen gegeniiber Fibrillen aus ungereinigtem Kollagen 
(Abb. 2) dinner und kontrastarmer. 
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pb) Ausfallen durch Dialyse von Lésungen in verdiinntor 
Essigsaure gegen Natriumchloridlésungen: Bei dem Versuca, 
durch Dialyse von essigsauren Kollagenlésungen gegen Natriumchlori- 
lésung Fibrillen des nativen Typs herzustellen, erhielten wir nur bei Ro:- 
produkten eine Fallung. Die gereinigten sowie die mit Trypsin behandel- 
ten Praparate bilden unter diesen Umstinden keine Kollagen- 
fibrillen. 


ce) Ausfallen durch Erwarmen von Neutralsalzlésungen: 
Zur Fibrillenbildung durch Erwaérmen von Neutralsalzlésungen des Kol- 
lagens muBte zunachst das Trypsin weitgehend abgetrennt werden, denn 
beim Erwarmen von Kollagenlésungen in Gegenwart von Trypsin auf 35° 
erfolgt ein sofortiger und vollstandiger Abbau (Abb. 1, IIIb). Dazu wur- 
den die TK-Molekiile zunachst als Fibrillen gefallt, wobei das Enzym in 
Lésung bleibt. Nach griindlichem Waschen wurde wieder in Saure gelést 
und gegen die entsprechende Natriumchloridlésung dialysiert. Die Fi- 
brillenbildung durch Erwarmen haben wir durch Triibungsmessungen bei 
430 mu verfolgt (Abb. 4). Ein Vergleich der beiden gereinigten Praparate 
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Abb. 4. Fibrillenbildung durch Erwarmen von Neutralsalzlésungen verschieden 
gereinigter und mit Trypsin behandelter Kollagenpraparate auf 35° (Triibungs- 
messung) (0,2proz. Kollagenlésungen in 0,5n NaCl pH7,4). 


I einmal umkristallisiertes Kollagen 
II iiber SLS gereinigtes Kollagen 


III mit Trypsin behandeltes Kollagen 
(Kollagen: Enzym 10:1, 20°, 15 Stdn.) 


mit dem trypsinbehandelten, zeigt eine vollstandige Ubereinstimmung. 
Bei allen drei Praparaten bilden sich die Fibrillen mit der gleichen Ge- 
schwindigkeit. Nach 12 Stdn. bei 35° waren die TK-Molekiile quantitativ 
ausgefallen und in der KAlte unléslich geworden. Im Elektronenmikro- 
skop zeigten sich in jedem Falle nur gut strukturierte Fibrillen (Abb. 5). 
Unterschiede zwischen den drei Praparaten konnten nicht bemerkt 
werden. 
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Abb. 5. Kollagenfibrillen, entstanden durch Erwarmen von Neutralsalzlosungen 
des Kollagens (0,5n NaCl, pH 7,4) auf 35°, behandelt mit PWS und Uranylacetat. 
a) Kollagen mit Trypsin behandelt 
b) Kollagen iiber SLS gereinigt. Elektr.-opt. VergréBerungen 12800: 1. 


4. Bildung von Long-Spacing-Segmenten 
aus vorbehandelten Kollagenlésungen 

Aus den mit Trypsin behandelten Kollagenpraparaten erhielten wir 
gut strukturierte SLS. Die Beobachtung von Hodge und Schmitt® 
iiber die End-an-End-Anlagerung der SLS konnten wir bestatigen. Wah- 
rend bei Segmenten aus dem ungereinigten Kollagenpraparat sehr haufig 
End-an-End-Anlagerungen zu sehen waren, konnte nach Trypsinabbau 
kaum noch eine Zusammenlagerung beobachtet werden. Aber auch bei 
den SLS aus den gereinigten Praparaten waren keine Zusammenlagerun- 
gen mehr zu bemerken. Im Elektronenmikroskop konnte zwischen SLS 
aus gereinigten und aus mit Trypsin behandelten Kollagenpraparaten 
nicht unterschieden werden. 

Diskussion 

Die Peptidbindungen in den Dreikettenschrauben werden durch 
Trypsin nur sehr schwer angegriffen. Dagegen miiBten die Schwanzpep- 
tide, die an den Enden der TK-Molekiile aus den Dreikettenschrauben 
als einzelne Ketten herausragen, leicht abgebaut werden. 

Wir haben bewuBt die Bedingungen des Trypsinabbaus so scharf 
gewahlt, (z. B. Kollagen: Enzym = 3:1, 15 Stdn., 20°), daB auch die 


8 A. J. Hodge u. F. 0. Schmitt, Proc. nat. Acad. Sci. USA 46, 186 [19601. 
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intakten TK-Molekiile bereits angegriffen wurden. Es ist daher unwah -. 
scheinlich, daB unter unseren Bedingungen eventuell omnes icon e 
Schwanzpeptide nicht abgebaut wurden. 

Aus dem védllig gleichen Verhalten von hochgereinigten und mit 
Trypsin behandelten Kollagenpraparaten kann man schlieBen, daB en:- 
weder keine fiir Trypsin leicht angreifbaren Peptidbindungen vorhanden 
sind, oder daB die Peptide, die eventuell doch abgespalten werden, fiir die 
Fibrillenbildung nicht von Bedeutung sind. Das unterschiedliche Ver- 
halten der mit Trypsin behandelten TK-Molekiile gegeniiber nicht gerei- 
nigten Kollagenpraparaten 1aBt sich zwanglos durch einen Reinigungs- 
effekt erkliren. Trypsin vermag eben die Begleitsubstanzen (vielleicht 
tyrosinhaltige Glycoproteide), die einen EinfluB auf die Fibrillenbildung 
bei der Dialyse saurer Citratpufferlésungen gegen Wasser haben, abzu- 
bauen. Der EinfluB dieser Substanzen wird bei der Dialyse essigsaurer 
Lésungen gegen Natriumchlorid so entscheidend, daB sich die TK-Mole- 
kiile in ihrer Abwesenheit nur schwer zu Fibrillen zasammenschlieBen 
k6nnen. 


Das vollig gleiche Verhalten gereinigter und mit Trypsin behandelter Kollagen- 
praparate bei der Fibrillenbildung durch Erwairmen von Neutralsalzlésungen aft 
sich allerdings nur dann erkennen, wenn zuvor das Trypsin von den TK-Mclekiilen 
abgetrennt worden ist, denn sonst erfolgt der Abbau der TK-Molekiile. Hodge 
u. a.? hatten bei ihren Versuchen das Trypsin vor dem Erwarmen nicht entfernt 
und konnten daher keine Fibrillenbildung beobachten. 


Der Befund, daB nach Trypsinbehandlung die SLS keine End-an- 
End-Verkniipfung mehr zeigen, laBt sich ebenfalls durch diesen Reini- 
gungseffekt erklaren. So werden ganz allgemein mit zunehmender Reini- 
gung immer weniger Endverkniipfungen von Segmenten beobachtet. 

Durch Zugabe des Polyanions Chondroitinsulfat kann die Endver- 
kniipfung der TK-Molekiile, auch die der mit Trypsin behandelten Mole- 
kiile, charakteristisch verandert werden, dabei bilden sich die Long- 
Spacing-Fibrillen. Untersuchungen tiber den Mechanismus der End-an- 
End-Verkniipfung haben wir an anderer Stelle veréffentlicht?. 

Ahnliche Versuche wie mit Trypsin haben wir auch mit Pepsin durch- 
gefiihrt. So gelingt es, in Saéure unlésliches Kollagen aus Kalbshaut durch 
Pepsinbehandlung in Lésung zu bringen. Die gelésten TK-Molekiile ver- 
halten sich véllig normal. Sie kénnen sich zu SLS sowie zu Fibrillen des 
nativen Typs zusammenlagern. 


Herrn Prof. Hofmann, Heidelberg, und Herrn Prof. GraBmann, Miinchen, 
danken wir fiir wertvolle Diskussion. 


Beschreibung der Versuche 


Ausgangsmaterial 


750 g frische Kalbshaut wurden nach Zerkleinern zweimal mit 10 / einer 0,5n 
Natriumacetatlésung behandelt. Nach sorgfaltigem Waschen mit Wasser wurde die 
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so vorgereinigte Kalbshaut nach Orechowitsch’ zweimal mit 10 1 Citratpuffer 
(pH3,7) extrahiert. Nach Zentrifugieren in einer Beckman-Ultrazentrifuge Spinco 
L (90000 xg, 15 Stdn.) wurden durch Dialysieren gegen Leitungswasser Fibrillen 
des nativen Typs ausgefallt und gefriergetrocknet. Ausb. 82 g (Rohkollagen). 


Reinigung 


a) Umkristallisieren: 2 g Rohkollagen wurden in 1 / Citratpuffer, pH3,7, 
gelést, die Lésung zentrifugiert und durch Dialyse in Wasser wieder ausgefallt. 


b) Reinigung iiber SLS: 2 g Rohkollagen wurden in 1 1 0,05proz. Essigsaure 
gelést und die Lésung klar zentrifugiert. Durch Zugabe von 2 g ATP wurde das 
Kollagen bei pH3,5 als SLS gefallt und mit einer 0,2proz. ATP-Lésung mehrmals 
gewaschen. AnschlieBend wurde in Citratpuffer (pH3,7) gelést, zentrifugiert und 
durch Dialysieren gegen Wasser Fibrillen des nativen Typs gebildet. 


Trypsinbehandlung 


Das Kollagen wurde in 0,5m CaCl,-Lésung, pH mit 0,05m Trispuffer auf 8 ein- 
gestellt, bei 20° bzw. 25° 15 Stdn. mit kristallisiertem Trypsin (,,Trypure Novo™ der 
Novo-Industrie Mainz) behandelt. Die Kollagenkonzentration betrug 2 mg/ml, das 
Verhaltnis Kollagen zu Enzym wurde zwischen 100:1 bis 3:1 variiert. Zur Abtren- 
nung des Enzyms wurde zunachst gegen 0,05proz. Essigsiure, dann gegen Citrat- 
puffer pH3,7 und zuletzt gegen Wasser dialysiert. Beim letzten Schritt fallt das 
Kollagen in Form von Fibrillen aus, wihrend das Enzym in Lésung bleibt. 

Die optische Drehung wurde in dem ,,lichtelektrischen Polarimeter 0,05 
der Firma Zeiss bei 546 my gemessen. 

Fibrillenbildung durch Erwarmen. Die Kollagenpraparate wurden in 
0,05proz. Essigsiure gelést und die Lésungen gegen 0,5n NaCl (pH7,4) dialysiert. 
Die Fibrillenbildung wurde durch Triibungsmessung bei 430 mu mit dem Beckman- 
Spektralphotometer DU in einem auf 35° gehaltenen Kiivettengehause gemessen. 
Um ein In-Lésung-Gehen der Fibrillen beim Abkiihlen zu verhindern, wurde 12Stdn. 
auf 35° erwarmt. In allen Fallen hatte sich das Kollagen quantitativ in Form von 
Fibrillen niedergeschlagen. Diese waren in der Kalte nicht mehr léslich. 

Die Aminosaureanalysen wurden nach Moore und Stein? in der Appara- 
tur von Hannig® ausgefiihrt. Die Werte fiir Tyrosin, Methionin und Serin nehmen 
mit zunehmender Hydrolysendauer ab. Die héchsten Werte erhalt man nach 12 
Stunden. Die Héchstwerte fiir Valin und Leucin erhalt man nach 48stdg. Hydrolyse. 
Wir haben daher 12,24 und 48 Stdn. hydrolysiert (6n HCl unter Stickstoff bei 105°) 
und jeweils die héchsten Werte fiir die einzelnen Aminosiuren zugrunde gelegt. 
Jede Analyse wurde in Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Werte in den Ta- 
bellen sind die Mittelwerte. 

Die Hexosen wurden nach Yemm und Willis!°, Hexosamin nach Boas!" 
bestimmt. 

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden mit einem Siemens 
Ubermikroskop 100e bei einer Strahlspannung von 80 kV ausgefiihrt. Praparations- 
methoden siehe l.c.!. 


7 V. N. Orechowitsch, A. A. Tustanowski, K. D. Orechowitsch u. 
N. E. Plotnikova, Biokhimiya [Moskau] 138, 55 [1948]. 

8 D. H. Spackman, W. H. Stein u. St. Moore, Federation Proc. 15, 358 
[1956]; Analytic. Chem. 30, 1190 [1958]. 

9 K. Hannig, Clin. chim. Acta 4, 51 [1959]. 

10 EK. W. Yemm u. A. J. Willis, Biochem. J. 57, 508 [1954]. 

uN. F. Boas. J. biol. Chemistry 204, 553 [1953]. 
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Zusammenfassung 


Durch die Einwirkung von Trypsin auf geléste Kollagenmolekiile 
sollen diese nach Hodge u. a.? die Fahigkeit verlieren, Fibrillen des nati- 
ven Typs zu bilden. Dabei sollen tyrosinhaltige Schwanzpeptide, die fiir 
die End-an-End-Verkniipfung der Molekiile wahrend der Fibrillenbildung 
verantwortlich sein sollen, abgespalten werden. 


Im Gegensatz dazu konnte auch nach intensiver Trypsinbehandlung, 


wobei der Tyrosingehalt des Kollagens erheblich abnahm, eine normale 
Fibrillenbildung beobachtet werden. Das Verhalten der Kollagenmole. 
kiile sowie die Analysen weisen darauf hin, dais durch die Einwirkung des 
Enzyms nur Verunreinigungen oder Begleitkomponenten des Kollagens 
abgebaut werden, das Kollagenmolekiil selbst aber nicht verandert wird. 


Summary 


According to Hodge and others?, trypsin destroys the ability of 
dissolved collagen to form native-type fibrils. This supposedly involves 
the removal of tyrosine-containing terminal peptides, which are respon- 
sible for the end-to-end linkage of the molecules in fibril formation. 

Contrary to these findings, it has been shown that whereas intensive 
treatment with trypsin considerably reduces the tyrosine content of 
dissolved collagen ‘preparations, normal fibril formation still occurs. The 
behaviour of the collagen molecule and the analyses show that only 
impurities or related components are degraded by trypsin, and the coll- 
agen molecule remains unchanged. 


Doz. Dr. Klaus Kiihn, Anorganisch-Chemisches Institut der Universitat. Heidel- 
berg, TiergartenstraBe. 
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Eine neue Methode zur quantitativen Ultramikro- 


bestimmung der Sphingolipoide aus Gehirn 
Von 
Horst Jatzkewitz 


Aus der Biochemischen Abteilung (Leiter: Priv.-Doz. Dr. H. Jatzkewitz) 
der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie (Max-Planck-Institut), Miinchen 
(Geschiaftsfiihrender Direktor: Prof. Dr. G. Peters) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. September 1961) 


Kine eben erschienene kurze Mitteilung von Habermann und Mitarbeitern! 
iiber die quantitative Phospholipoidbestimmung nach Diinnschichtchromato- 
graphie ist der AnlaB, iiber die direkte quantitative Mikrobestimmung der Sphingo- 
lipoide aus Gehirn-Trockenpulver oder Gesamtlipoidextrakt nach Diinnschicht- 
chromatographie an Kieselgel G zu berichten. 


Das Verfahren beruht auf einer Kombination der Diinnschichtchromato- 
graphie nach Stahl? mit dem von der Firma Beckman Instruments vertriebenen 
,Ultramicro Analytical System“ nach M. C. Sanz. Die Phospholipoide (Sphingo- 
myeline) und Glykolipoide werden ohne vorherige Elution in den ausgekratzten 
lipoidimpragnierten Kieselsdureanteilen bestimmt. 


Auf die Startlinie der Kieselgel-Diinnschicht werden in 3 cm langen Streifen 
300 ug Gesamtlipoidextrakt aus Gehirn und die Testsubstanzen in verschiedener 
Konzentration aufgetragen. Man kann auch einfacher 600 ug Gehirntrockenpulver 
auf die Glasunterlage eines ausgekratzten 3-cm-Startstreifens bringen und die aus- 
gekratzte Stelle wieder mit feuchtem Kieselgel zuschmieren. 


_ Die Testsubstanzen Cerebron, Kerasin und Nervon lassen sich aus dem in 
Ather und Aceton unléslichen Lipoidextrakt von Menschenhirn-Mark leicht durch 
Chromatographie an Kieselsiure Mallinckrodt, 100 mesh, mit Chloroform/Methanol 
97:3 rein gewinnen, Kerasinschwefelsiureester aus der Mutterlauge des nach 
Lees und Mitarbeitern® aus Rinderhirn-Mark dargestellten Sulfatids nach Ad- 
sorption an Florisil und Umkristallisieren aus Aceton. Sphingomyelin wurde nach 
Rapport und Lerner‘ aus Menschenhirn dargestellt. Die Ganglioside® verdanke 
ich der Freundlichkeit von Herrn Prof. R. Kuhn, Heidelberg. 


Zur Trennung der Substanzen laBt man iiber die Diinnschichtplatte zwei 
Lésungsmittelsysteme hintereinander in gleicher Richtung verschieden hoch 
steigen? (vgl. Tabelle) und erhalt nach Sichtbarmachung der Lipoide die in der 
Tabelle angegebenen Ry-Werte fiir die einzelnen Gehirnlipoide. 





1K. Habermann, G. Bandtlow u. B. Krusche, Klin. Wschr. 39, 816 
[1961]. 

2 Vgl. H. Jatzkewitz, diese Z. 320, 134 [1960]; H. Jatzkewitz u. E. Mebl, 
ebenda $20, 251 [1960]. 

3M. Lees, J. Folch, G. H. SloaneStanley u.8. Carr, J. Neurochemistry 
4, 9 [1959]. 

4 M.M. Rapport u. B. Lerner, J. biol. Chemistry 282, 63 [1958]. 

5 Vgl.R. Kuhnu. H. Wiegandt mit H. Egge, Angew. Chem. 78, 580 [1961]. 













62 Horst Jatzkewitz, Bd. 326 (1961) 


Ry-Werte (bezogen auf die oberste Lésungsmittelfront) von Gehirnlipoiden ne ch 
Diinnschichtchromatographie von Gehirn-Trockenpulver oder Gesamtlipoidextre kt 
an Kieselgel G. 


Sphingolipoide andere Lipoide 

Gangliosid G,, ...... . 0,01 RSSINNIS SYS. 2 

Gangliosid G; (=G,)... . 0,04 Lysolecithin ....... . 0.15 

Sphingomnilia . (0,25 POM. 6 56 enna 7 RE 
°° * 10,28 Fettsiuren. ........ 0,80 

Cerebron-schwefelsaureester? . 0,48 Cholesterin und -ester. . . . 0,95 

Kerasin-schwefelsiureester?. . 0,52 

(enebrn® ego. ee aie esi 0,70 

Kerasin + Nervon?... . . 0,75 


1. Flie8mittel®: Chloroform/Methanol/Wasser 14:6: 1 (Kammersattigung) 
SteighGhe: 16,5 cm bei 20° 


2. FlieBmittel’: n-Propanol/12,5proz. Ammoniak 4: 1 
Steighéhe: 10 cm bei 20° 


Anfarbung zur quantitativen Bestimmung: 10mg Bromthymolblau in 100 ml 
Ammoniaklésung. 


Ebenso wie bei Habermann und Mitarbeitern! gibt Sphingomyelin mit der 
hier angewandten Lésungsmittelkombination zwei Flecke. Sie haben den gleichen 
P-Gehalt (vgl. unten) und sind wahrscheinlich durch den Fettséurenanteil (C,, 
und C,, + C,,) bedingt. 


Die den Sphingolipoidflecken entsprechende Kieselsiure wird ausgekratzt 
und einzeln, bei den phosphorhaltigen Sphingomyelinen in Glasréhrchen, im Falle 
der Glykolipoide in die entsprechenden Polyathylenréhrchen des ,,Ultramicro 
Analytical System“ gefiillt. Im folgenden werden die genormten Pipetten- 
flaschen, die Mikrozentrifuge und das Kolorimeter der Beckman-Ausriistung 
benutzt, ein durch die Netzwechselstrom-Frequenz gesteuerter Vibromischer 
(Sartorius-Werke, Géttingen), ein Ultra-Thermostat (Lauda) und einfache Sonder- 
anfertigungen zum Auftragen einer bestimmten Menge Gehirn-Trockenpulver und 
zum feuchten Veraschen kleiner Mengen Phosphatide. 


Das Sphingomyelin auf der Kieselsiure wird mit 60 ul 60proz. Perchlor- 
siure 1 Stde. bei 200° feucht verascht® und nach Zugabe von 20 wl 2,5proz. Am- 
moniummolybdatlésung®, 30 u4/ 0,067proz. 1-Amino-naphthol-(2)-sulfosdure-(4)- 
Lésung und 100 ul Wasser 30 Min. bei 90° unter Schiitteln erhitzt, die Kieselsiure 
abzentrifugiert und die Extinktion des klaren Uberstands bei 650 my bestimmt. 
Als Leerwert dienen 1,5 cm? mit Bromthymolblau gefiarbte Kieselgel-Diinnschicht 
der gleichen Platte und dem gleichen lipoidfreien Bereich, die der gleichen Prozedur 
unterworfen wird. Die beiden Sphingomyeline (#» 0,25 und 0,28) zeigen identische 
Eichkurven (Abb. 1). 


6 Ahnlich wie a. Wagner, Fette Seifen einschl. Anstrichmittel 62, 1115 
[1960]. _ 

7 Ahnlich wie H. Weicker, Klin. Wschr. 37, 763 [1959]. 

8 E. J. King, Biochem. J. 26, 292 [1932]. 

® Von uns entwickelte Variante der Phosphormolybdanblau-Methoden. V¢gl. 
z. B. H. Weil-Malherbe in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handb. d. physiol.- 
und pathol.-chem. Analyse, Bd. III/1, S. 462, Springer Verlag, Heidelberg 1955. 
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Abb. 1. Eichkurve zur quantitativen | 06 Loo 
Sphingomyelin-Bestimmung nach Diinn- E | 

schichtchromatographie. al 
Abszisse: ug zur Chromatographie aufge- rea 
tragenes Sphingomyelin; Ordinate: Ex- ] a, 
tinktion (650 my) fiir Sphingomyelinan- G2 7 
teil mit Ry 0,25. (Die Kurve ist identisch ] 

mit der fiir Sphingomyelin Ry 0,28.) 
A Oo 0 


Die Sphingomyelinbestimmung ist sehr genau und selbstverstandlich auf 
andere Phosphatide iibertragbar. 

Etwas ungenauer ist die Bestimmung der Glykolipoide (+ 8%, fiir die 
Testsubstanzen; es werden daher Doppelbestimmungen vom Untersuchungs- 
material vorgenommen), weil der Farbstoff Bromthymolblau, der zur Sichtbar- 
machung der Lipoide dient, bei der hier angewandten nichthydrolytischen Anthron- 
Bestimmung nach Radin und Mitarbeitern!® in geringem Mafe zur Extinktion 
beitragt. 

Die glykolipoidhaltige Kieselsiure wird in Polyaéthylenréhrchen mit 60 yl 
85,4proz. Phosphorsaure bei 90° 20 Min. geschiittelt. Unter Eiskiihlung werden 
150 yl einer 2proz. schwefelsauren Anthronlésung!° hinzugefiigt. Dann wird 24 Min. 
bei 90° geschiittelt. Nach dem Kiihlen und Zentrifugieren wird die Extinktion des 
Uberstands bei 625 mu gemessen. Als Leerwert dienen aus der Kieselgel-Schicht 
herausgekratzte nur Bromthymolblau enthaltende 2-cm?-Proben, die der gleichen 
Prozedur wie die glykolipoidhaltigen unterworfen werden. Die Eichkurven fiir die 
Glykolipoide sind in Abb. 2 dargestellt. 



































10 20 K/ 40 
“gy 
Abb. 2. Eichkurven zur quantitativen Glykolipoid-Bestimmung nach Diinnschicht- 
chromatographie. 


Gi», Gp: Ganglioside G,, bzw. G,; C: Cerebron; KS: Kerasin-schwefelsaureester ; 
K: Kerasin- und Nervonfraktion (s. Tab.); CS = Cerebron-schwefelsaureester. 


10 N.S. Radin, F. B. Lavin u. J. R. Brown, J. biol. Chemistry 217, 789 
[1955]. 
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Die Methode hat den Vorteil, daB fiir jedes Glykolipoid das gleiche Bestini 
mungsverfahren angewandt werden kann. Zur Dokumentation wird die Lichtpau:¢ 
der verwendeten Diinnschichtplatte herangezogen. 


Die Erfahrung wird lehren, ob eine so weitgehende ‘quantitative Differenziv- 
rung der Sphingolipoide in Routine- Untersuchungen zur Erkennung pathologischert 
Zustande nétig ist. Nach bisheriger Kenntnis geniigt die Bestimmung der unves 
esterten Gesamtcerebroside, Gesamtsulfatide und Gesamtsphingomyeline, so dag 
150 ug Gesamtlipoidextrakt oder 300 ug Gehirntrockenpulver fiir eine Bestimmung 
geniigen wiirden. Dagegen reicht die hier mégliche quantitative Bestimmung einc 
einzigen Gangliosids G, zur Erkennung pathologischer Gangliosidabartigkeiten 
wahrscheinlich nicht aus. Hier waren Spezialuntersuchungen mit anderen Lésungs- 
mitteln® nétig. 


Eine ausfihrliche Darstellung des Verfahrens wird in dieser Zeitschrift er- 
scheinen. Bei der Durchfiihrung haben mir vor allem geholfen: die Damen 
C. Seitz und E. Karg neben Dipl.-Chem. G. Diisterdieck, U. Dickertmann 
und Herrn Medizinalassistenten E. Mehl. Ihnen allen danke ich herzlich. Der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir finanzielle Hilfe. 


Zusammenfassung 


Durch Kombination von Diinnschichtchromatographie mit einem ,, Ultramicro’ 
Analytical System‘: (Beckman-Instruments) nach M. C. Sanz werden acht Sphingo-; 
lipoide (je 5—50 ug) direkt aus Gehirntrockenpulver (600 ug) oder Gehirn-Gesamt- 
lipoidextrakt (300 ug) quantitativ bestimmt. 


Summary 


8 sphingolipids were determined quantitatively (in the range 5-50 wg.) in 
dried brain (600 vg.) or total lipid extract of brain (300 wg.) by a combination of 
thin layer chromatography with an M. C. Sanz’s ,,Ultramicro Analytical System“ 
(Beckman Instruments). 


Priv.-Doz. Dr. Horst Jatzkewitz, Deutsche Forschungsanstalt fiir Psychiatrie, 
Miinchen 23, Kraepelinstr. 2. 








